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ABSTRACT 
After skeletal muscle damage, the communication between inflammatory 
macrophages (Mϕs), myogenic cells by cytokines secretion are essential for re-
establishment of skeletal muscle structure. Although, these communications are poorly 
exploring after exercise induce muscle damage (EIMD). The aim of this study is to 
quantify Mϕ subtypes within mice muscles after downhill exercise protocol. Methods: 
Mice were exposed to an intermittent protocol of downhill exercise (18 bouts of running, 
each bout was consisted by 5 minutes with 2 minutes of rest interval. The treadmill 
inclination was set at -16°) and euthanized before (CTRL), one (D1), two (D2) and 
three (D3) days after exercise. After euthanasia, the Triceps brachial (TB), 
gastrocnemius (GAST), quadriceps (QUAD) and Tibialis anterior (TA) were collected, 
and submitted to protein extraction, immunostaining procedures or flow cytometry 
analysis. The anti-F4/80+ positive cells were utilized to determine accumulation of Mϕ 
into muscles and the CD45, CD64 and Ly6C antibodies were used to quantify Mϕ 
subsets in TB. Additionally, multiplex analysis was use for muscle cytokines 
quantification. Results: We did not observe any statistical differences on F4/80+ 
positive cells among muscles analyzed. By flow cytometry analysis, we observed an 
increase of CD45+ (P< 0.05) cells at day 3, with similar increase of Ly6C+ Mϕs (P< 
0.05), but the Ly6C- Mϕs trended to a slight decrease (P= 0.07). We also noticed an 
elevation of the pro-inflammatory cytokines (IL-1β, TNF-α, MCP-1 and IFN-γ all with 
P< 0.05) along with an inverse correlation (P< 0.05 e C.C=-0.81) between Ly6C+ and 
Ly6C- Mϕs, which suggest that this inflammation resulted  Mϕ subset change on TB 
muscles 3 days after downhill exercise. Nevertheless, we also observed an increase 
we also observed a decrease trend of IL-4 (P= 0.07) and a significant increase of IL-
13 (P< 0.05).Collectively, ours results indicates that downhill exercise induces an 
inflammation which were associate with Mϕs subset change. Moreover, the secretion 
of some cytokines also indicates that these molecules might have an important role on 
myogenesis process after EIMD. 
 
 
  
 
 
 
RESUMO 
Após lesões musculares severas, a comunicação entre os macrófagos (Mϕs) e células 
miogênicas é essencial para induzir o reestabelecimento das estruturas que compõem 
o músculo esquelético. No entanto, a comunicação e contribuição dos Mϕs após lesão 
induzida pelo exercício físico (LIEF) ainda é pouco compreendida. O objetivo deste 
estudo foi avaliar a participação de dois subtipos de Mϕs no músculo esquelético após 
LIEF. Os camundongos foram expostos ao protocolo de exercício em downhill (18 tiros 
de corrida, cada tiro composto de 5 min por 2 min de recuperação passiva, a inclinação 
da descida foi fixada a -16°). A eutanásia ocorreu imediatamente, 24, 48 e 72 horas 
pós-exercício (CTRL, D1, D2 e D3 respectivamente). O músculo tríceps braquial (TB), 
gastrocnêmio (GAST), quadríceps (QUAD) e tibial anterior (TA) foram dissecados e 
submetidos a extração proteica, montagem histológica ou digeridos para as análises 
de citometria de fluxo. A marcação por anticorpo F4/80 foi utilizada para quantificar 
Mϕs nos músculos. Os anticorpos CD45, CD64 e Ly6C foram utilizados para 
determinar os diferentes subtipos de Mϕs. Ainda, foi realizado análise por multiplex e 
western blot para a quantificação da expressão proteica e de algumas citocinas. Não 
foram observadas diferenças estatísticas na quantidade de células positivas para 
F4/80 entre os músculos analisados. No entanto, por meio de citometria, observamos 
aumento de células positivas para CD45 (p < 0,05), e de Ly6C+ (p< 0,05) três dias 
após o exercício. Neste mesmo momento também observamos tendência de redução 
de Ly6C- (p = 0,07), aumento na concentração de citocinas pró inflamatórias (IL-1β, 
TNF-α, MCP-1 e IFN-γ, todas com p < 0.05) e correlação inversa com os entre Ly6C- 
e Ly6C+ (p < 0,05 e C.C = 0,81). Por fim, também foi observado uma tendência na 
diminuição de IL-4 (p = 0,07) simultaneamente ao aumento de IL-13). Coletivamente, 
nossos resultados sugerem que o protocolo downhill foi responsável por induzir uma 
inflamação e que esta inflamação foi responsável por recrutar e modular os fenótipos 
de Mϕs no músculo TB. Ainda, a secreção de algumas citocinas como a TNF-α e a IL-
13 possivelmente podem estar associadas com os processos de miogênese após o 
protocolo de LIEF. 
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INTRODUÇÃO 
 
A prática de exercícios físicos é responsável por modular diversas adaptações 
no organismo de seus praticantes. Essas adaptações, podem ser locais ou sistêmicas 
e capazes de promover melhorias na aptidão física como no aumento de força, 
equilíbrio, flexibilidade dentre outras. A prática contínua do exercício físico se associa 
positivamente com a manutenção da homeostase do organismo, refletindo 
diretamente na prevenção e tratamento de diversas doenças. No entanto, tanto as 
adaptações fisiológicas como as mudanças no quadro metabólico dos indivíduos 
podem ser minimizadas se o exercício não for praticado de forma adequada 
respeitando os períodos necessários para o reestabelecimento físico (Goh et al., 2012; 
Paulsen et al., 2012).  
Um dos principais tópicos na fisiologia do exercício e do treinamento esportivo 
é relacionado com os processos de lesão e regeneração muscular (Paulsen et al., 
2010a; Paulsen et al., 2010b; Paulsen et al., 2012). Esse fenômeno é comum na 
realização de diversas modalidades esportivas e necessário para que ocorra o reparo 
tecidual e adaptação muscular ao exercício. Graças à relevância fisiológica, as lesões 
induzidas pelo exercício físico podem ser resultantes de consequências intencionais, 
como nos treinamentos resistidos no qual o objetivo final é a potencialização de 
mecanismos associados à hipertrofia muscular (Paulsen et al., 2010a; Paulsen et al., 
2010b; Paulsen et al., 2012). Apesar de importante, o tema ainda é motivo de 
divergências na literatura, por isso, diversos estudos tentam evidenciar os 
mecanismos celulares envolvidos no processo de lesão-regeneração após lesão 
induzida pelo exercício físico, assim, este estudo tem como foco avançar no 
conhecimento a respeito da participação dos subtipos de macrófagos (Mϕs) 
envolvidos no processo de lesão e regeneração induzido pelo exercício físico. 
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CAPÍTULO-I 
1-REVISÃO DE LITERATURA 
 
1.1-SISTEMA IMUNOLÓGICO, SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCÍTICO E 
HETEROGENEIDADE DE MΦS. 
 
     O Sistema imunológico (S.I), associado ao sistema tegumentar é um dos mais 
importantes sistemas de defesa do organismo. Originadas na medula óssea, células 
mieloides e linfoides são suas principais subdivisões, na qual são responsáveis pela 
maioria das funções de defesa contra patógenos, incluindo a resposta imunológica 
inata e adaptativa (Abdelsadik and Trad, 2011; Akira, 2009). 
As respostas imunológicas são dinâmicas e ocorrem de acordo com as suas 
características. De modo didático, o sistema imune inato pode ser assim classificado 
devido a sua presença ocorrer desde o nascimento (passado de mãe para filho) e as 
suas respostas  serem rápidas, devido a sua prévia produção de moléculas e 
substancias que constituem a resposta imunológica humoral (Abdelsadik and Trad, 
2011; Geissmann et al., 2003; Geissmann et al., 2010).  
A despeito da divisão didática a ação perfeita do sistema imunológico exige 
sincronismo entre as diferentes respostas e ações celulares. Por isso, o sistema 
imunológico é um dos sistemas mais complexos, plásticos e heterogêneos do 
organismo, onde muitas das vezes algumas células podem conferir respostas mais 
amplas nos processos envolvidos descaracterizando-as do modelo clássico de defesa 
contra patógenos (Villalta et al., 2009; Villalta et al., 2011). 
Esse é o caso dos Mϕs, que, além de participar ativamente nos processos de 
imunidade celular, também estão envolvidos por diversas formas na resposta 
inflamatória (Gordon and Martinez, 2010; Gordon et al., 2014; Haldar and Murphy, 
2014).  
Assim, temos que no fígado os Mϕs, são denominados como células de Kupffer 
e podem apresentar funções relativamente diferentes dos Mϕs alveolares. Durante as 
etapas de desintoxicação hepática, as células de Kupffer participam ativamente nos 
processos de limpeza celular resultante das detoxificações, aumentando assim sua 
atividade fagocítica. Por outro lado, quando associados aos alvéolos, esta capacidade 
fagocítica, dá lugar ao aumento da citotoxicidade, papel fundamental na defesa contra 
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patógenos no trato respiratório (Gordon and Martinez, 2010; Gordon et al., 2014; 
Haldar and Murphy, 2014). 
 As mudanças de função e magnitude das ações dos Mϕs também podem ser 
evidenciadas nos processos de lesão e regeneração muscular, que é o objeto principal 
de estudo dessa Tese. Nos momentos iniciais após lesões induzidas por agentes 
químicos ou físicos, os Mϕs exibem elevada capacidade fagocítica (Chazaud et al., 
2007; Chazaud et al., 2003; Mounier et al., 2013; Varga et al., 2016b). No entanto, 
com o passar do tempo e evolução dos processos regenerativos a ação fagocítica dá 
lugar à secreção de fatores de crescimento que auxiliam a regeneração do músculo 
esquelético (Zhang & Mosser et al., 2008 & Martinez et al., 2010).  
Contudo, por exibir esta complexa mudança de comportamento e potencial 
capacidade plástica, os Mϕs despertaram grande atenção na área da imunologia nos 
últimos 30 anos, onde foi demonstrado de forma mais clara as diferentes funções 
deste tipo celular, subclassificando-os  como Mϕs associados a tumores (ATM), M1 e 
M2, que por sua vez também podem ser subdivididos  em M2a, M2b e M2c (Gordon, 
2003; Gordon and Martinez, 2010; Gordon et al., 2014; Mantovani et al., 2003; 
Mantovani et al., 2004; Mantovani et al., 2002).  
Em alguns casos a ciência lançou mão de exemplos artísticos para exemplificar 
as diferentes funções dos Mϕs. Este é o caso da revisão clássica publicada pelo grupo 
do professor Prof. Laskin em 2009, cujo o número de citações ultrapassa 200 nas 
principais bases de dados consultadas, como no Google acadêmico, SCOPUS e Web 
Science. 
Neste estudo de Laskin e cols. (2009), os autores comparam a capacidade 
plástica dos Mϕs com o filme “Guerra nas estrelas” feito nos anos 1970 pelo escritor 
e diretor George Lucas. No artigo, subintitulado “Batlle of forces” os autores discutem 
que este tipo celular não só exibe um perfil heterogêneo e multifacetado, mas que seu 
comportamento também pode ser influenciado por diferentes estímulos, ou “forças”, 
como é citado no estudo, dadas as influências do microambiente. Por fim, o autor 
lembra que no filme, o mesmo ocorre com o protagonista “Anakin Skywalker” que, 
estimulado por “forças” distintas, assume papel de herói (Anakin) ou vilão (Darth Vader) 
(Laskin, 2009). Ainda contextualizando os Mϕs por meio da arte o mesmo autor 
relaciona as funções dos distintos fenótipos de Mϕs ao filme “Jekyll and Hyde” dirigido 
por Victor Fleming em 1941).  
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Segundo o autor em processos inflamatórios, células M1 podem agir como 
“monstro” exacerbando a inflamação, ao contrário das M2 que agem como “médico”, 
promovendo o desfecho da resposta inflamatória e restabelecimento a homeostase 
(Laskin, 2009). Curiosamente a utilização da “sétima arte”, considerada uma arte total, 
ilustra, de forma clara, como as células podem exercer diferentes funções 
dependendo do tecido e da necessidade. Todavia, hoje sabemos que seria ingênuo 
acreditar que uma célula como os Mϕs, que podem ser classificadas em vários sub-
tipos, exerce somente duas funções simplesmente delimitadas. 
 Diversos estudos têm demonstrado que a mudança no microambiente é 
determinante para o controle da mudança fenotípica dos Mϕs, regulando desde a 
expressão de seus receptores como também as funções celulares que caracterizam 
este tipo celular(Mantovani et al., 2004; Varin et al., 2010; Gordon et al., 2010). Os 
Mϕs do tipo M1 são células que apresentam receptores Toll like-1 e 4 e que podem 
ser estimulados por lipopolisacarídeos (LPS) e interferon-ᵧ (IFN-ᵧ). Dentre suas 
funções, quando ativados, estes Mϕs são estimulados a produzir diversas substâncias 
como óxido nítrico (NO) e algumas citocinas pró-inflamatórias, como é o caso das IL-
1β, IL-6 e TNF-α.  
O aumento da produção de NO por Mϕs M1 ativados também estimula a 
produção de diversos compostos tóxicos, como a produção de nitritos e espécies 
reativas de oxigênio (ERO), que auxiliam na atividade microbicida e amplificação das 
respostas pró-inflamatórias (Nikolaidis et al., 2008; Villalta et al., 2009).  
Em contrapartida, quando o microambiente é composto por citocinas e/ou 
substâncias de caráter anti-inflamatório, especialmente IL-4, IL-13, IL-10, inibidor de 
proteases secretado por leucócitos (SLPI) e fator de crescimento tumoral beta (TGF-
β), os Mϕs são estimulados a responder de forma distinta, alterando seu fenótipo para 
um perfil conhecido como M2a, b ou c (dependendo da duração e natureza do 
estímulo) responsáveis por aumentar a produção de citocinas e fatores que dentre 
outras funções são responsáveis pela inibição dos Mϕs do tipo M1 (Abdelsadik and 
Trad, 2011; Mantovani et al., 2004; Umemura et al., 2008). 
 Alguns autores foram categóricos ao elencar os estímulos que governam a 
ativação dos diferentes fenótipos da Mϕs já que alguns estudos evidenciaram as 
diferentes respostas frente a ativação celular de diversas classes de citocinas, como 
as do tipo T auxiliares-1 (TH1) e do tipo T auxiliares-2 (TH2) (Gordon, 2003; Gordon 
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and Martinez, 2010). Quando estimulados por citocinas do tipo TH1 como IFN-ᵧ, IL-2, 
IL-6 e TNF-α estes Mϕs exibiam expressão dominante de alguns receptores 
específicos, dentre eles, a presença de CD11b, CD11c e F4/80, sendo estes dois 
últimos de considerável importância para as atividades pró-inflamatórias. No entanto, 
como demostrado no quadro 1, quando estes Mϕs são estimulados por 
glicocorticoides e citocinas do tipo TH2 tais como IL-4, IL-10 e IL-13, ocorre um 
aumento na expressão dos receptores CD163 e CD206 que promovem funções 
características da ativação M2 (Cho et al., 2014; Tidball and Villalta, 2010). 
Portanto, fica evidente que a liberação de citocinas no microambiente de 
ativação é determinante para que se estabeleça as funções dos Mϕs, tanto quanto 
para as suas mudanças fenotípicas. As vias que governam estas mudanças ainda são 
pouco compreendidas, principalmente após exercício físico (Lapointe et al., 2002; 
Minari et al., 2015; Minari et al., 2017; Tsivitse et al., 2003).Por outro lado, alguns 
estudos mostraram que estas mudanças de fenótipo podem estar relacionadas às 
mudanças metabólicas, principalmente àquelas relacionas ao metabolismo de L-
arginina, precursora da formação de NO (por meio da ativação enzimática de Inducible 
Nitric Oxide Synthase (iNOS). Já quando os Mϕs são estimulados por citocinas anti-
inflamatórias, como a IL-4 e IL-13 a L-arginina é convertida em arginase-1 
aumentando a produção de prolinas e poliaminas, culminando no aumento da 
proliferação celular, secreção de TGF-ᵧ e formação de colágeno (Briken and Mosser, 
2011; Hesse et al., 2001) 
Alguns estudos têm demonstrado importante predominância metabólica nos 
subtipos de Mϕs envolvidos nos mais variados tipos de desafios imunológicos, como 
nos insultos infecciosos. Um bom exemplo, em particular são as vias metabólicas 
predominantes na ativação dos subtipos de Mϕs, onde nos M1, ocorre a 
predominância do metabolismo glicolítico, contrastando com M2, onde sua preferência 
se dá pelo metabolismo oxidativo. Ainda, o succinato proveniente do ciclo de Krebs 
pode regular a expressão de Hipoxy Induce Fator-1 alpha (HIF-1α), um dos principais 
reguladores da secreção de IL-1β nos M1. Nos M2 o intermediário sedoheptulose 
quinasse, fator semelhante ao carboidrato, é crítico na regulação das vias das 
pentoses, fator fundamental na regulação da atividade destes Mϕs (Galvan-Pena and 
O'Neill, 2014). 
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Atualmente vários estudos têm evidenciado o comportamento dos subtipos de 
Mϕs em diversos sítios de doenças, dentre elas, algumas doenças associadas ao 
músculo esquelético como a distrofia muscular de duchenne, fibroses e miopatias 
induzidas por sarcoidose (Villalta et al., 2011; Wehling et al., 2001). No entanto, ainda 
existe a necessidade de se melhor caracterizar os diferentes fenótipos de Mϕs, bem 
como estabelecer como e o momento adequado para se incentivar ou inibir as suas 
diferenciações (An et al., 2017; Deng et al., 2012; Prokopchuk et al., 2007; Tidball and 
Wehling-Henricks, 2007; Wehling et al., 2001). 
No quadro 1 está demonstrado alguns estímulos que motivam a ativação dos 
diferentes fenótipos de Mϕs, bem como, os seus subtipos clássicos e as respostas 
esperadas em experimentos de cultura celular. 
 
Quadro 1.Influência do microambiente na ativação dos diferentes tipos de Mϕs. 
Estímulos/receptores Ativação de Mϕs Resposta 
IFN-ᵧ/LPS 
TLRS 
Lipoproteínas bacterianas 
TLRs 
Dna de bactérias 
TLRS 
Proteínas e carboidratos de parasitas 
FcR, 
Partículas 
opsionizadas 
Hipóxia 
Matriz anormal 
 
M1 
 
↑Citocinas pró-inflamatórias; 
↑iNOS; ↑ EROS; 
↑ atividade microbicida; 
↑MHC II; 
↑da apresentação de antígenos; 
↑ lesão tecidual. 
 
 
IL-4 
IL-10 
IL-13 
TGF-β 
Glicocorticoides 
 
 
 
↑ IL-10 
↑ TGF-β 
 
 
 
M2 (a e b) 
 
 
 
 
 
 
M2 (c) 
 
↑endocitose 
↑ expressão MR 
↑dectina-1 e arginase 
↑ crescimento celular 
↑ antiparasitária 
↑reparo tecidual 
 
↑ IL-10 
↑ TGF-β 
↑ PGE 2 
TLRs (Toll Like Receptor), IL- (interleucina), MR (receptor de manose) PGE2 (prostaglandinas-2) MHC (complexo maior 
de imunohistocompatibilidade) FcR (Fragment, crystallizable receptor). IFN-ᵧ (interferon gama) TGF (fator de 
crescimento tumoral) EROS (espécies reativas de oxigênio). 
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1.2- PROCESSOS DE LESÃO E REGENERAÇÃO MUSCULAR 
 
Lesões musculares ocorrem de forma corriqueira, pois o músculo esquelético é 
o principal tecido responsável pela locomoção dos indivíduos e também responsável 
por exibir funções que conferem proteção aos órgãos internos e sustentação física. 
Ainda, as lesões na musculatura esquelética também podem ser resultantes de 
esforços repetitivos que são reproduzidos diariamente em atividades manufatureiras 
do cotidiano, mesmo que não sejam resultantes de atividades que requeiram grandes 
esforços (Tidball, 2017; Tidball and Villalta, 2010).  
Apesar das lesões musculares serem resultado de diferentes insultos, suas 
etapas de regeneração muscular quando de forma aguda são bastante similares. Por 
isso, nas últimas décadas diversos foram os estudos que se propuserem a entender 
como os diferentes tipos celulares poderiam contribuir para os processos 
regenerativos (Bar-Shai and Reznick, 2006; Brigitte et al., 2010; Deng et al., 2012). 
Contudo, uma das principais células evidenciadas nestes processos nos últimos 
anos são os Mϕs (Chazaud et al., 2009; Mounier et al., 2013), que além de exibir 
importante papel inflamatório e de limpeza tecidual, também são incumbidos de 
interagir e estimular a proliferação e diferenciação de células miogênicas (Arnold et 
al., 2007; Tidball and Wehling-Henricks, 2007).  
Em estudo clássico conduzido por Massimino e cols. (1997), os autores foram 
um dos primeiros a demonstrar em cultura o potencial exibido por Mϕs sobre a 
proliferação de células satélites, onde o exsudato de Mϕs peritoniais, marcados para 
CD163 de ratos foi responsável por estimular a formação de miotúbulos via aumento 
da expressão de MyoD (Massimino et al., 1997). 
 Resultados similares foram encontrados por Merly e cols. (1999) cujo estudo 
realizado também em cultura celular, demonstrou que os Mϕs peritoneais promoveram 
três principais alterações nas células miogênicas: aumento na diferenciação, na 
frequência de células positivas para MIOGENINA e na expressão de isoformas de 
miosina. Assim, por meio destes achados os  autores sugerirem que os Mϕs além de 
estimular a proliferação de células satélites, também estavam associados com as 
secreção de moléculas capazes de aumentar a  diferenciação dos mioblastos (Merly 
et al., 1999).  
Esses primeiros estudos em in vitro foram seguidos por outros que deram início 
as caracterizações dos Mϕs in vivo nos processos de lesão e regeneração muscular. 
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No entanto, os estudos sobre o comportamento de Mϕs in vivo apresentavam diversas 
limitações devido as caracterizações disto tipo celular serem realizadas por métodos 
pouco precisos com apenas marcações singulares, ineficientes na diferenciação das 
populações celulares específicas (Dijkstra et al., 1985; McLennan, 1996). 
 Todavia, com o desenvolvimento de técnicas mais apuradas como a citometria 
de fluxo, o conhecimento sobre as diferentes populações de Mϕs in vivo nas lesões 
musculares puderam ser melhor compreendidos. Outro importante advento, que 
ampliou o conhecimento sobre a participação dos Mϕs in vivo foram as utilizações de 
animais geneticamente modificados, como os modelos KO (KO). 
Em estudo com camundongos KO para receptor de fator quimiotáxico tipo 2 
(CCR2), responsável pelo recrutamento de monócitos da corrente sanguínea para o 
músculo, Warren e cols. (2005), investigaram o envolvimento de Mϕs 28 dias após 
modelo de lesão muscular induzida. Dois foram seus principais achados. O primeiro 
que os animais KO para CCR2 apresentaram um atraso significativo nos processos 
de regeneração com consequente redução no infiltrado de Mϕs comparado aos 
animais selvagens. Outro achado foi que as células miogênicas apresentaram menor 
expressão de MIOGENINA, o que explica em partes a limitada diferenciação de 
mioblastos observada nos períodos de regeneração muscular (Warren et al., 2005).  
Em estudo posterior, Tidball e cols. (2007), investigaram o comportamento de 
Mϕs sobre diversos parâmetros da regeneração muscular e comunicação com as 
células satélites após lesão muscular induzida. O modelo de lesão empregado foi o 
de imobilização, que consiste em pendurar os animais pelas patas durante dez dias e 
repousá-los durante outros quatro dias. A participação dos Mϕs desta vez foi 
caracterizada pela a utilização de anti-F4/80 (Anticorpo inibidor de F4/80 nos Mϕs de 
camundongos) (unloading e reloanding model) (Thomason and Booth, 1990; Tidball 
and Wehling-Henricks, 2007). 
Neste estudo, no segundo e quarto dia de reloading, dois distintos tratamentos 
foram realizados. Primeiro, os animais receberam doses de anticorpo contra a ação 
de células positivas para F4/80 (grupo experimental) e de doses similares de IgE 
(imunoglobulina E) para os animais do grupo controle. Após 2 dias de tratamento não 
houve diferença no recrutamento de Mϕs in vivo entre os grupos analisados, no 
entanto, quatro dias após o grupo experimental, como esperado, apresentou menor 
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quantidade de Mϕs comparado ao grupo controle o que ocasionou uma menor 
porcentagem de fibras musculares lesionadas.  
Ainda neste mesmo estudo, também foi observado que os animais do grupo 
experimental demonstraram um atraso nos processos regenerativos, onde no mesmo 
período de recuperação foi observado um aumento do centro nucleação de células 
satélites comparado aos animais do grupo controle (Tidball and Wehling-Henricks, 
2007). 
 No mesmo ano, Arnold e cols. (2007) demonstraram de forma mais 
aprofundada a participação de Mϕs e sua comunicação com células satélites, sendo 
um dos primeiros estudos a demostrar que os Mϕs apresentam diferentes subtipos de 
ativação durante os processos de lesão e regeneração muscular. Por meio de injeção 
de notexina, foram avaliados dois subtipos de Mϕs no músculo TA dos animais, os 
Mϕs Ly6C+ e Mϕs Ly6C- ao longo de um período de dez dias. Além destas análises 
dos Mϕs in vivo, este estudo também evidenciou as influências do produto destas 
células em cultura celular na presença células satélites. 
Em relação os subtipos de Mϕs in vivo nos processos de lesão e regeneração 
muscular, tem sido proposto que a distinta participação destes subtipos, que também 
são demonstrados de forma didática na Figura 1. Além de apresentarem em diferentes 
quantidades ao longo do tempo, os Mϕs também possuem diferentes parâmetros de 
ativação celular, já que os Mϕs do subtipo Ly6C+ apresentam assinatura pró-
inflamatória, pois são de sintetizar e secretar TNF-α e IL-1β,  enquanto que o subtipo 
Ly6C- com potencial anti-inflamatório capaz de sintetizar IL-10 e expressar PPAR-ᵧ 
(Arnold et al., 2007; Deng et al., 2012; Mounier et al., 2013; Tidball, 2017; Varga et al., 
2016a; Villalta et al., 2011).  
Também foi demonstrado que os Mϕs do subtipo Ly6C+ atingiram seu pico dois 
dias após lesão, enquanto que, os do subtipo Ly6C- se apresentaram em maiores 
quantidades em dias conseguintes, entre o quarto e o décimo dia. Ainda, no quarto 
dia, ambos os subtipos de Mϕs se encontravam elevados. Esse perfil demonstrou que 
a ativação destes subtipos não acontece de maneira totalmente distinta “Yin e Yang” 
mas que existe períodos de transição onde podemos observar a elevação de ambos 
os subtipos (Arnold et al., 2007; Deng et al., 2012; Mounier et al., 2013; Tidball, 2017; 
Varga et al., 2016a; Villalta et al., 2011). 
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Figura 1. Envolvimento dos monócitos e Mϕs após lesão muscular induzida. O processo de lesão 
e regeneração muscular são compostos de duas principais etapas, de lesão e regeneração muscular. 
A fase de lesão onde Mϕs Ly6C+ são recrutados da corrente sanguínea para o músculo, amplificando 
os processos de lesão muscular por meio da secreção de citocinas pró-inflamatórias. E a fase de 
regeneração, onde os Mϕs Ly6C+ mudam seu fenótipo em favor dos Mϕs Ly6C-, promovendo a 
regeneração muscular por meio da secreção de substâncias anti-inflamatórias. Arnold et al., 2007 
demonstrou que a inibição do recrutamento de monócitos Ly6C+ pela administração de CL causou 
inibição quase que completa dos processos de regeneração muscular após lesão muscular induzida 
por notexina. Mounier et al., 2013 demonstrou que a AMPK-α é fundamental para que ocorra a mudança 
fenotípica de Mϕs e posteriormente Varga et al., 2016 com desenho experimental similar demonstrou 
que o PPAR-γ é fundamental para que o processo de regeneração possa ocorrer de forma adequada. 
 
Ainda, no mesmo estudo de Arnold e cols. (2007), também foram realizados 
ensaios de co-cultura compostos de exsudado de Mϕs previamente estimulados e de 
mioblastos, cujo qual foram avaliados parâmetros de crescimento, proliferação, 
diferenciação e fusão das células satélites. Nestes ensaios, os Mϕs foram estimulados 
separadamente com IFN-ᵧ e LPS (lipopolissacarídeos), IL-4 ou dexametasona e IL-10 
e comparados ao ensaio controle (sem estímulo). Com este desenho experimental foi 
capaz demonstrar que a estimulação por IFN-ᵧ/LPS promove o crescimento e a 
proliferação de células satélites que são etapas fundamentais para o início dos 
processos de regeneração muscular. Além disso, IL-4 também foi responsável por 
estimular as fases de crescimento e proliferação celular. No entanto, ao contrário da 
estimulação por IFN-ᵧ/LPS, a ação de IL-4 e dexametasona associada ou não a IL-10, 
promoveu a diferenciação dos mioblastos, que é fundamental para o desfecho da 
inflamação e consequente regeneração muscular (Arnold et al., 2007). 
Estes dois últimos trabalhos citados; de Tidball e cols. (2007) e Arnold e cols. 
(2007) foram pioneiros em caracterizar os diferentes subtipos de Mϕs nos processos 
de lesão e regeneração muscular e suas possíveis implicações sobre a miogênese. 
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Ainda, estes estudos também demonstraram o importante papel de diferentes classes 
de citocinas controlando o processo de lesão e regeneração, quando as citocinas pró-
inflamatórias agindo predominantemente nas fases de proliferação de células satélites 
e as citocinas anti-inflamatórias modulando os processos finais da miogênese. 
Por ora, estava sedimentado o caminho para estudar os mecanismos de 
aprofundamento sobre o papel de algumas vias moleculares envolvidas com os 
processos de lesão e regeneração muscular no intuito de se determinar estratégias 
passiveis de intervenções nutricionais ou farmacológicas.  
Neste sentido, Deng cols. (2012) utilizando camundongos KO para IL-10, 
observaram a influência da IL-10 durante os primeiros quatro dias após lesão muscular 
induzida por modelo de suspensão e estiramento do músculo sóleo. Nos animais 
selvagens, foi demonstrado aumento na expressão de TNF-α nas primeiras 24h e este 
aumento ocorreu de forma concomitante a ao pico de aumento de CD68. No entanto, 
no quarto dia ocorreu a diminuição de TNF- α e de CD68 simultaneamente ao aumento 
de IL-10 e de CD163. Em contrapartida, nos animais KO, o mesmo aumento de CD68 
e de TNF-α foi observado nas primeiras 24h após a lesão, porém, no quarto dia, não 
foi observado aumento de CD163 apesar do aumento de IL-6sugerindo que na 
ausência de IL-10, os Mϕs ditos “pró-inflamatórios” sofreram inibição da sua mudança 
fenotípica para um perfil anti-inflamatório (Deng et al., 2012). 
Todavia, em trabalhos mais recentes, do mesmo grupo do Prof. Ludovic Arnold, 
foram evidenciados o papel da AMPK-1 (Mounier et al., 2013) e da PPAR-ᵧ (Varga 
et al., 2016b) nos processos de regeneração muscular utilizando animais KO para as 
mesmas proteínas. Foi demonstrado em ambos os estudos que as ausências destas 
moléculas promoveram um importante atraso nos processos regenerativos nos 
músculos. Ainda, no modelo de AMPK-1 (modelo Lyz-Cre) o atraso ocorreu devido 
os Mϕs serem incapazes de mudar seu fenótipo do subtipo Ly6C+ em favor do fenótipo 
anti-inflamatório Ly6C- (Mounier et al., 2013). 
No modelo de animais KO para PPAR-ᵧ (Ppargfl/fl Lyz2-cre) também foi 
demonstrado um comprometimento nos processos de regeneração, similar aos 
achados em animais KO para AMPK-1α (Mounier et al., 2013). No entanto, o 
mecanismo pelo qual o PPAR-ᵧ limita os processos regenerativos estão associados 
com a secreção de GDF-3 (fator de crescimento diferencial 3), fator de crescimento 
secretado por Mϕs do tipo Ly6C- (Varga et al., 2016b). Contudo, na figura 2 é 
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demonstrado de forma didática um resumo das interações com os Mϕs e o músculo 
esquelético com pontos de possíveis intervenções. 
 Apesar das evidências terem demonstrado a participação do PPAR-ᵧ e da 
AMPK-1α nos processos de regeneração muscular, existem outras moléculas que 
foram pouco exploradas como as moléculas relacionadas ao controle neuronal 
reflexivo (Fernandez et al., 2014).Alguns estudos veem demonstrando que a ativação 
destas moléculas, via seus receptores são importantes mecanismos locai de 
regulação inflamatória  como na inibição da via de transicional do NFKΒ em Mϕs 
inflamatórios (Leite et al., 2010; Saeed et al., 2005; Wang et al., 2016). 
 Entretanto, alguns outros estudos, ainda sugerem que a ativação de vias como 
a da STAT-3 (Matsukawa et al., 2007), SOCS (supressores de ativação de citocinas) 
(Strebovsky et al., 2012) e da sínese de NO e arginase (Deng & Tidball et al., 2012) 
nos Mϕs também podem estar envolvidas com o controle inflamatório, visto que essas 
vias são fundamentais para a regulação de fatores anti-inflamatórios secretados por 
células inflamatórias. 
 Contudo, na figura 2 é demonstrado de maneira simplificada como ocorre a 
participação dos fenótipos de Mϕs durante os processos de lesão muscular severa e 
os possíveis pontos de intervenção que podem ser inibidos por agente anti-
inflamatórios, ou mesmo utilizando diferentes modelos de animais modificados para 
se excluir a ação destes subtipos. 
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Figura 2. Intervenção anti-inflamatória nos processos de lesão e regeneração muscular. Após as 
lesões musculares severa os Pró-Mϕs são recrutados da corrente sanguínea para o músculo para 
auxiliarem no processo de regeneração muscular. Durante este processo os Pró-Mϕs mudam o seu 
fenótipo para os Anti-Mϕs que são responsáveis por secretar GDF-3. Algumas intervenções 
farmacológicas como a administração de clodronato liposomal bem como bloqueadores da via do 
PPAR-γ inibem a participação de Mϕs, respectivamente inibindo o recrutamento de Mϕs ou a sua 
secreção de fatores de crescimento, culminando em um maior período de regeneração muscular. 
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1.3- LESÃO INDUZIDA PELO EXERCÍCIO FÍSICO (LIEF) 
 
 Apesar dos principais avanços sobre a participação dos diferentes fenótipos de 
Mϕs sobre os processos de lesão e regeneração muscular terem sido evidenciados 
em lesões severas, pouco se sabe sobre o papel dos seus subtipos de Mϕs envolvidos 
nas LIEFS e a sua contribuição para as adaptações musculares como no processo de 
hipertrofia. Na revisão de Paulsen e cols. (2012) foram demonstrados e sugeridos 
possíveis mecanismos regenerativos destes Mϕs nas LIEFs, debatendo também 
como algumas estratégias farmacológicas podem comprometer os processos de 
recuperação e adaptação muscular durante o treinamento físico (Paulsen et al., 2012). 
Em boa parte do estudo os autores definiram teoricamente o que eles 
consideram diferentes magnitude de lesão após a realização do exercício físico. Assim 
uma lesão pode ser classificada como baixa, moderada ou severa. As severas são as 
únicas que apresentam alterações estruturais bem definidas por análise histológica. 
 Em seres humanos o método mais utilizado para se determinar os processos de 
LIEF é o tempo necessário para indivíduo recuperar completamente a capacidade de 
geração de força após a lesão. Já em relação aos trabalhos com experimentação 
animal, o método mais utilizado para definir a magnitude das lesões é a histologia 
através da avaliação da evolução do processo de regeneração muscular (Paulsen et 
al., 2012). 
 Neste sentido, de acordo com Paulsen e cols. (2012) e Prof. Truls Raastad da 
escola norueguesa de ciências do esporte (dados não publicados, para maiores 
detalhes ver a revisão de Paulsen e col. 2012), em seres humanos uma lesão de baixa 
magnitude é aquela que os indivíduos são capazes de recuperar totalmente a 
capacidade de geração de força em até 48hs após a lesão. A lesão moderada é aquela 
quando os indivíduos demoram entre três e sete dias para ter recuperação total da 
força e uma lesão  severa ocorre quando mais de sete dias são necessários para a 
recuperação total (Paulsen et al., 2012). 
As magnitudes de lesão sempre estão acompanhadas do acúmulo de células 
inflamatórias nas fibras do músculo esquelético. Nas lesões de baixa magnitude 
ocorre redução de  20% da capacidade de geração de força com modesto 
recrutamento de leucócitos nas fibras musculares (Crameri et al., 2007; Paulsen et al., 
2012).  
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Já nas lesões de magnitude moderada, (diminuição da capacidade de geração 
de força em torno de 20 a 50%), em cinco dos oito estudos analisados foi observado 
um acúmulo mais robusto de leucócitos (Beaton et al., 2002a; Beaton et al., 2002b; 
Hubal et al., 2008; Paulsen et al., 2010a; Paulsen et al., 2012). Porém em apenas um 
deles houve sinais de dano muscular (Paulsen et al., 2010a). Por fim, mais da metade 
dos estudos com lesão severa apresentaram aumento do número de leucócitos e 
sinais de necrose muscular (Child et al., 1999; Hellsten et al., 1997; Hikida et al., 1983; 
Jones et al., 1986; Lauritzen et al., 2009; Paulsen et al., 2010b; Round et al., 1987; 
Sherman et al., 1984) e somente um não identificou sinais de necrose (Hellsten et al., 
1997). 
Deste modo, é importante salientar que nos estudos das LIEFs, as identificações 
dos fatores relacionados com a diminuição da capacidade de geração de força são 
por vezes limitados, pois, alguns protocolos utilizando a realização de exercícios 
físicos intensos são responsáveis pela redução da capacidade de geração de força, 
no entanto sem apresentar sinais claros de alterações miofibrilares ou processos de 
necrose. Ainda, também é importante apontar que em humanos é comum os 
indivíduos apresentarem variabilidade nas respostas lesivas devido a adaptações 
musculares locais conquistadas previamente, inclusive reestruturação neural e motora, 
o que pode minimizar significativamente alterações estruturais e metabólicas 
ocasionadas pela mesma atividade.  
Outros fatores também são responsáveis por influenciar a variabilidade das 
respostas lesivas após as LIEFs tais como os métodos de análise indiretos tendo em 
vista a dificuldade de realização de biopsia muscular em seres humanos. Assim, ao 
invés de mensurar a área afetada pela lesão muscular de forma direta, alguns 
marcadores enzimáticos oriundos da musculatura esquelética, são utilizados, como é 
o caso da ação enzimática da creatina quinase.  
No entanto a mensuração da atividade da creatina quinase sofre algumas 
limitações. A primeira é que sua elevação na corrente sanguínea pode ser resultante 
do aumento da permeabilidade muscular e não do dano. Outra limitação  é a 
individualidade em relação resposta do protocolo de lesão, o qual permite a 
classificação em  indivíduos altamente responsivos (> 10,000 IU/L) ou reduzidamente 
responsivos (< 1,000 IU/L)(Jones et al., 1986; Manfredi et al., 1991; Paulsen et al., 
2010a; Paulsen et al., 2012). 
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Em modelos animais especialmente em o estudo das LIEFs parece trazer alguns 
benefícios no sentido das análises histo-morfométricas da lesão muscular e melhor 
identificação dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos. Por outro lado, 
apesar de termos uma melhor qualidade em análises da LIEF os resultados obtidos a 
partir de modelos animais apresentam limitações no sentido de evidenciar alterações 
musculares de maneira fisiológica, uma vez que os protocolos de LIEF em modelos 
animais se reduzem aos protocolos de exercício físico contínuos com subida ou com 
descida, que são sensivelmente diferentes dos protocolos de exercício físico resistido 
aplicados corriqueiramente em humanos (Paulsen et al., 2010a; Paulsen et al., 2012). 
Diante de tantas limitações no que tange a literatura cientifica parece haver uma 
inconsistência nos resultados de estudos com seres humanos comparado com os 
resultados em estudos com animais no que diz respeito a duração do fenômeno, visto 
que em animais o processo de lesão e regeneração muscular parece ser finalizado 
em no máximo três dias) comparado a humanos que pode durar até sete dias apesar 
de as etapas histológicas se apresentarem de forma similar. Estas diferenças podem 
ser bastante debatidas no sentido de que os roedores utilizados nunca foram 
submetidos a qualquer desafio muscular prévio, sendo os protocolos de LIEF em 
humanos mais assertivos no isolamento do grupo muscular comparado aos protocolos 
clássicos em camundongos.  
Em estudos com roedores um dos protocolos mais utilizados de LIEF são os de 
exercício físico excêntrico na modalidade downhill. Este tipo de exercício apesar de 
não conseguir induzir uma lesão extensa no músculo comparado a outros modelos de 
lesão severa, ainda é o modelo que mais se aproxima da realidade fisiológica imposta 
pelo exercício físico, uma vez que também estimula alterações metabólicas oriundas 
do desafio homeostático que o exercício representa. Conquanto, desde seu advento 
por Armstrong e cols. (1983), diversos foram os estudos que utilizaram este protocolo 
para poder entender como o músculo esquelético reage aos insultos provocados pelo 
exercício físico, principalmente no que diz respeito à indução de sinais de lesão e 
acúmulo de leucócitos no músculo esquelético. Na tabela 2 é demonstrado os estudos 
que evidenciaram as LIEFs e analisaram a presença ou ausência de sinais de necrose 
e o infiltrado de Mϕs após o exercício físico agudo downhill 
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CAPÍTULO II 
2-OBJETIVOS E HIPÓTESE 
2.1- OBJETIVO GERAL: 
 
Analisar o envolvimento dos subtipos de Mϕs nos processos de lesão e 
regeneração muscular após protocolo de exercício físico agudo em downhill. 
 
2.2- OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 
1 – Quantificar por imuno-histoquímica a quantidade de Mϕs musculares por 
meio de marcação F4/80 após exercício físico em downhill. 
2 – Quantificar os subtipos de Mϕs Ly6C+ e Ly6C- após o protocolo de dano 
induzida pelo exercício físico em downhill. 
3 – Quantificar a expressão de proteínas e citocinas especificas relacionadas 
com o controle inflamatório e regeneração muscular após exercício físico em downhill. 
 
2.3- HIPÓTESE: 
 
Este estudo tem como hipótese que a LIEF é capaz de modular os diferentes 
subtipos de Mϕs durante até três dias de recuperação e que as regulações destes 
subtipos celulares estão relacionadas como as vias moleculares da AMPK e do NFK-
B e citocinas. 
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CAPÍTULO III 
3-MÉTODOS 
3.1 – MODELO DE ESTUDO:  
 
O presente estudo é considerado quantitativo, cujos resultados foram avaliados 
em instantes pré e pós-intervenção. O trabalho é composto por grupos experimentais 
e grupo controle, submetidos à aleatoriedade, portanto é classificado como ensaio 
experimental controlado e randomizado. 
 
3.2- ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS  
 
Para os experimentos no Brasil foram utilizados 30 camundongos machos, 
C57/BLACK com 8 semanas de idade (19 para os experimentos no multiplex e 11 
animais para os experimentos de Western Blot). Todos os animais foram provenientes 
do biotério central da UNIFESP. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas 
contendo cinco animais e permaneceram no biotério do Departamento de 
Psicobiologia da UNIFESP com em ciclo claro/escuro de 12 horas e início do período 
claro às 07h00 hs. A temperatura e umidade relativa do ar foram controladas em 22 ± 
2°C e 60 ± 5% respectivamente e os animais tiveram água e ração ad libitum. 
Antes do início das atividades o protocolo foi submetido e aprovado pelo Comitê 
de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo (número de registro 
#9151260314). Para os experimentos no laboratório INSERN do Instituto de 
Neuromyogenese da Universidade Claude Bernard 1 em Lyon, foram utilizados 28 
camundongos machos com as mesmas características e mantidos nas mesmas 
condições do biotério do Departamento de Psicobiologia da UNIFESP. A divisão dos 
animais obedeceu ao mesmo desenho experimental, no qual os camundongos foram 
aleatoriamente distribuídos em quatro grupos: controle (CTRL) cujos animais não 
sofreram qualquer procedimento, dia 1 (D1) cujos animais foram exercitados e 
eutanasiados 24 horas após o final do exercício, dia 2 (D2) cujos animais foram 
exercitados e eutanasiados 48 horas após o final do exercício e dia três (D3) cujos 
animais foram exercitados e eutanasiados 72 horas após o final do exercício. Os 
experimentos também foram submetidos e aprovados pelo comitê de ética e pesquisa 
francês autorizando o exercício físico e as análises por citometria de fluxo dos tecidos 
de 15 animais e histológicas de 13 animais.  
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Após um breve período de adaptação, os animais foram submetidos ao protocolo 
de exercício. Assim este estudo foi subdividido em três partes. A primeira parte 
consistia na adaptação dos animais à esteira e ao gesto motor da corrida. Na segunda 
parte os animais dos grupos exercitados realizaram o exercício e foram eutanasiados 
segundo o desenho experimental e a terceira parte composta pelas análises dos 
tecidos e células. O desenho experimental está demonstrado na figura 3. 
 
 
 
Figura 3. Desenho Experimental. Os experimentos foram divididos em três partes. Todos os 
camundongos foram submetidos ao protocolo de adaptação por três dias e separados aleatoriamente 
em grupo controle e grupos experimentais. Os animais do grupo controle realizaram todos os 
procedimentos com exceção do protocolo de exercício físico e foram eutanasiados simultaneamente 
com os animais dos grupos experimentais. Os animais dos grupos experimentais foram submetidos ao 
protocolo downhill e eutanasiados 24, 48 ou 72 horas após o exercício (D1, D2 e D3 respectivamente). 
Após eutanásia os tecidos e sangue foram coletados e tratados para a realização posterior dos ensaios 
experimentais de imuno-histoquímica, citometria de fluxo, multiplex e western blot. 
 
3.3-PROTOCOLO DE LESÃO INDUZIDA PELO EXERCICIO FÍSICO (LIEF) E 
EUTANÁSIA 
 
Os animais dos grupos experimentais foram submetidos ao protocolo de 
adaptação que consistiu em corrida continua na velocidade de 10 m/min por 10 min 
sem elevação por três dias consecutivos durante a semana anterior ao exercício físico 
em downhill. Após adaptação os animais repousaram por dois dias e então foram 
submetidos ao protocolo de exercício físico downhill para gerar LIEF como 
padronizado em estudo prévio  (Armstrong et al., 1983b). O protocolo downhill 
consistiu de 18 tiros de corrida com velocidade de 16 m/min e 16° negativos de 
inclinação durante 5 min. Entre cada tiro houve 2 min de recuperação passiva. O 
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tempo total da sessão de exercício foi de 90 min. Todos os grupos foram eutanasiados 
entre 9:00 e 12:00 hs, no primeiro, segundo e terceiro dias após o exercício físico 
downhill. Antes e depois do protocolo de LIEF os animais permaneceram em gaiolas 
coletivas com comida e água ad libitum. As eutanásias foram realizadas por meio de 
decapitação sem anestesia e os músculos quadríceps (QUAD), tibial anterior (TA), 
gastrocnêmico (GAST) e tríceps braquial (TB) foram dissecados, montados na cortiça 
e posteriormente submetidos aos procedimentos de imuno-histoquímica. O mesmo 
procedimento foi realizado para a extração de células vasculares estromais para a 
análise dos Mϕs por citometria de fluxo. Os animais do grupo controle realizaram todos 
os procedimentos com exceção do protocolo de LIEF.  
 
3.4- IMUNO-HISTOQUÍMICA 
 
A porção distal de cada músculo foi orientada e montada em pedaços de cortiça, 
presa com uma goma adragante e imersa imediatamente em isopentano previamente 
resfriado. Após o congelamento os tecidos foram mantidos em isopor com gelo seco 
até seu direcionamento para o freezer -80°C. Os cortes com 10 mm de espessura 
foram obtidos de maneira seriada no criostato a -25ºC. Para os procedimentos de 
marcação de F4/80, os cortes seriados foram colocados nas lâminas salinizadas e 
incubadas em paraformaldeído a 4%. Os anticorpos primários para F4/80 e Laminina 
(Abcam®, Cambridge, MA, USA) foram diluídos em uma solução de soro Fetal Bovino 
(SFB) 1%, transferidos para as lâminas e incubados. Após subsequentes lavagens, 
os anticorpos secundários Alexa Fluor 555 Goat Anti-Rat IgG (Life Technologies®, 
Carlsbad, CA, USA) e Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG (Life Technologies® 
Carlsbad, CA, USA) também foram diluídos em tampão fosfato salina (PBS), 
adicionados e incubados nas lâminas. Os anticorpos foram diluídos nas seguintes 
proporções: F4/80 (1:400 v/v), Laminina (1:400 v/v), Alexa Fluor 555 Goat AntiRat IgG 
(1:200 v/v) e Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG (1:200 v/v). As fluorescências foram 
analisadas e gravadas com o software associado ao microscópio Zeiss Axio Observer 
Z1®, microscópio conectado com a câmera Coolsnap apresentando magnitude de 
aumento em 20x. Dez fotos de campos aleatórios foram fotografadas e as células 
positivas para F4/80 contadas a partir do julgamento do próprio observador. Na figura 
4 está demonstrado um exemplo de imagem considerando uma célula positiva para 
F4/80. 
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Figura 4. Imuno-histoquímica das células positivas para F4/80. Núcleo (Hoechst/DAPI) marcado 
em azul, Laminina (lamina basal) marcada em verde e células positivas para F4/80 marcadas em 
vermelho. As figuras foram sobrepostas e a quantificação realizada pelo observador. Bar 50µm. 
 
3.5-ISOLAMENTO DE MARCAÇÃO DOS MΦS MUSCULARES  
 
As fáscias dos tecidos musculares foram removidas e os músculos TB de 
ambas as patas traseiras foram dissociadas uma vez em solução contendo meio RPMI 
e colagenase B 0,2% (Roche Diagnostics GmbH®) (1 ml de solução para cada 100 g 
de tecido muscular) a 37°C por 60 min. Após a digestão as células foram filtradas e 
contadas em câmara de Neubauer utilizando trypan blue. Após procedimento de 
contagem e viabilidade celular as células foram marcadas com anticorpos anti-CD45 
anti-Ly6C, anti-CD64; anti-CD206 e anti-F4/80 (eBioscience® San Diego, US). As 
análises foram realizadas utilizando o citômetro de fluxo FACSCanto II® (BD 
Biosciences®, San Jose, US) e analisado através do Diva software®. A estratégia de 
marcação para os subtipos de Mϕs foram as células CD45+CD64+Ly6C+ e 
CD45+CD64+Ly6C-, como demonstrado na figura 5 e para Mϕs totais 
CD45+CD206+F4/80+ demonstrado na figura 6. 
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Figura 5. Estratégia de Gating para as subpopulações de Mϕs Ly6C+ and LyC6- no TB três dias 
após o protocolo downhill. As células foram selecionadas por seu tamanho (forward scatter) e 
granulosidade (side scatter) e respectivamente submetida a seleção de células vivas (DAPI); CD45+ e 
CD45+CD64+Ly6C+ ou CD45+CD64+Ly6C-. 
 
3.6-MULTIPLEX 
 
Os tecidos musculares tiveram suas proteínas extraídas por meio de 1,0 ml de 
tampão específico para extratos totais, composto por Trizma base (pH=7.5), 10 mM 
EDTA, 10% SDS, 100 mM de fluoreto de sódio, 10 mM de pirofosfato de sódio, 10 mM 
de ortovanadato de sódio. O tampão foi preparado no dia do experimento. Os tecidos 
rapidamente homogeneizados e centrifugados por 40 min. a 12000 rcf a 4°C. Assim 
foram dosadas as quantidades de MCP-1, IL-4, IL-13, IL-6, IL-1β, IFN-ᵧ e TNF-α do 
extrato muscular utilizando os kits MILLIPLEX MAP Multiplex Assay, de acordo com 
as instruções do fabricante (Millipore®, Darmstadt, Germany) 
 
3.7-EXPRESSÃO PROTEICA (WESTERN BLOT). 
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Após a extração de proteínas o sobrenadante mantido em gelo e o teor de 
proteínas totais determinado por Bradford et al. (1976) utilizando kit comercial da 
BioRad® (Hercules, CA, USA). As amostras foram adicionadas na proporção 
volumétrica de 4:1, o tampão de Laemmli composto de 0,01% de azul de bromofenol, 
50 mM fosfato de sódio, 25% de glicerol e 1% SDS contendo 200 mM DTT. Foram 
consideradas 150 µg de proteínas para a análise de eletroforese em gel de 
poliacrilamida desnaturante a 10%. Após a separação eletroforética, as amostras 
foram transferidas para membrana de nitrocelulose por 2 horas em temperatura 
ambiente (ou overnight 4°C dependendo das especificações de cada anticorpo), 
bloqueadas por 2 horas em 15 ml de solução bloqueadora, (10 mM de Trizma base, 
150 mM de NaCl, e 50 ul/ml de Tween) contendo 1% BSA. Em seguida, foi feita a 
incubação com o anticorpo primário específico por 2 horas em temperatura ambiente, 
com o anticorpo dissolvido em solução basal e BSA 1%. A membrana foi incubada por 
uma hora com anticorpo secundário associado à peroxidasse. O anticorpo secundário 
consistiu em uma anti-imunoglobulina dirigida contra o animal produtor de anticorpo 
primário.  
Após três lavagens com solução bloqueadora, a membrana foi revelada por 
quimiluminescência mediante reagente de revelação (Danvers, MA, USA). Na 
sequência a membrana foi exposta a filme de raios-X. As bandas de interesse foram 
identificadas pelo seu padrão de migração eletroforética, por comparação de padrões 
conhecidos e quantificadas por densitometria utilizando-se o programa Scion Image® 
(Frederick, Md., USA). As proteínas analisadas foram AMPK-1α, P65 total, pP65, 
ACHRα7 e GR. 
 
3.8-ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados foram submetidos ao teste de Levenne para avaliar a 
homogeneidade das amostras. Quando os dados não eram homogêneos foram 
padronizados em log na base 10. Para identificar diferenças estatísticas entre os 
grupos foi utilizada uma ANOVA de uma ou duas vias com post-hoc Games Howell. 
Para a análise por western blot comparamos o grupo CTRL versus o terceiro dia 
utilizando teste T não pareado. Quando necessário foi verificado o tamanho do efeito 
por teste D de Cohen, considerando F ≤ 0,2 tamanho de efeito fraco, F ≤ 0,5 médio e 
F ≤ 8 forte. Para o coeficiente de correlação, utilizamos o teste de duas saídas de 
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Spearman. Nas figuras os resultados são expressos em média e desvio padrão (D.P) 
para as imuno-histoquímicas e western blot (figura 6, 13, 14, 15) e em média mínimo 
e máximo para a citometria de fluxo e multiplex (figura 7 até 12). A diferença estatística 
foi fixada em p ≤ 0,05 e o software utilizado para as análises foi o IBM SPSS Statistics 
version 23®. 
 
CAPÍTULO IV 
4.0-RESULTADOS 
 
A contagem de células positivas para F4/80 nos quatro músculos dissecados 
dos camundongos está demonstrada na figura 6. Não observamos diferenças 
estatísticas entre os músculos analisados. Contudo, comparando com seu grupo 
CTRL o músculo TA apresentou quantidade maior de células F4/80 positivas no 
segundo e terceiro dia após o protocolo downhill (p < 0,05). O mesmo ocorreu no 
músculo QUAD no segundo dia (p, < 0,05). 
 
 
Figura 6. Células F4/80 positivas. Os resultados estão expressos em quantidade de células por mm2 
de tecido e demonstrados em média e DP. (*) diferente em relação ao seu respectivo controle. CTRL, 
n=3; D1, n=4; D2 n=4; e D3, n=4. Análise estatística ANOVA de duas vias foi realizada seguido pelo 
post-hoc de Games Howell, (P<0,05). (TB=tríceps; TA=tibial anterior; GAST=gastrocnêmio; 
QUA=quadríceps). 
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Na figura 7, está demonstrada a frequência de células CD45+F4/80+CD206+. 
Não foram observadas diferenças em relação aos Mϕs totais nos músculos TB. 
 
 
Figura 7. Frequência de Mϕs totais no músculo TB. O gate de células CD206+F4/80+ foi realizado 
a partir do gate de células CD45+. Os resultados são expressos em % e demonstrados em média 
min/máx pela frequência de células CD45+. CTRL, n=3; D1, n=4; D2, n=4 e D3, n=4. ANOVA de uma 
via seguida por post-hoc de Games Howell. 
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Em relação à estratégia de gating utilizada para a marcação dos subtipos de 
Mϕs, primeiro foi determinado o número de células vivas por meio da marcação por 
DAPI. Subsequentemente marcamos as células positivas para CD45 e por fim as 
populações celulares que expressaram marcadores dos subtipos de Mϕs CD64+Ly6C+ 
e CD64+Ly6C-. Deste modo, a figura 8 demonstra que o exercício físico agudo downhill 
aumentou a frequência de CD45+ no terceiro dia comparado ao seu respectivo 
controle (p < 0,05).  
 
 
 
Figura 8. Total de células CD45+ no músculo TB. O gate de CD45+ foi realizado após separar as 
células vivas por DAPI. Resultados expressos em % e demonstrados em média, min/máx. pela 
frequência de células vivas. (*) diferente em relação ao controle CTRL, n=3; D1, n=4; D2, n=4 e D3, 
n=4. ANOVA de uma via foi seguida por post-hoc de Games Howell, P < 0,05 
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Houve também, aumento do número de células Ly6C+ (p < 0,05) e uma 
tendência de diminuição das células Ly6C- (p = 0.07) com forte tamanho de efeito (F 
= 1,55) no terceiro dia comparado ao seu respectivo grupo CTRL. Ainda, uma 
correlação inversa foi observada entre as células Ly6C+ e Ly6C- (r = -0,8; p < 0,05) 
como demonstrado na figura 9 A e B. 
 
 
Figura 9. Subtipos de Mϕs após LIEF. Figura 10A; demonstra os gates das células Ly6C+ e Ly6-, 
9B matriz de correlação, 9C e9D respectivamente a frequência de Ly6C+ e Ly6- no músculo TB. 
(*) diferente em relação ao controle. A seta na figura 9A indica a direção do coeficiente de correlação 
de Spearman. Na figura 9D a tendência de decréscimo do subtipo Ly6C- no D3. CTRL, n=3; D1, n=4; 
D2, n=4 e D3, n=4. ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Games Howell e correlação de 
Sperman foi utilizada, p < 0,05. 
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Por multiplex, nós também analisamos as concentrações de citocinas 
envolvidas com os processos de lesão e regeneração muscular após LIEF no músculo 
TB. A Figura 10A demonstra que a concentração muscular de MCP-1 foi maior no 
terceiro dia comparado a todos os outros momentos (p < 0,05). O mesmo resultado 
também foi observado em relação às concentrações de TNF-α (figura 10B). 
 
 
Figura 10. Citocinas musculares após LIEF. Concentração muscular de MCP-1 (A) e TNF-α (B), 
expressa em pg/ml. ($) diferente em relação a todos os grupos analisados. CTRL, n=5; D1, n=5; D2, 
n=5 e D3, n=4. ANOVA uma via seguida pelo post-hoc de Games Howell, P < 0,05. 
 
Na figura 11 estão demonstrados os resultados de IL-4 e IL-13. A concentração 
de IL-4 (figura 11C) não foi significativamente diferentes em todos os outros momentos, 
porém foi observada uma tendência de diminuição no terceiro dia comparado ao 
segundo (p = 0,07) com médio tamanho de efeito (F = 0,57). Já a concentração de IL-
13 foi significativamente maior no terceiro dia em comparação aos outros dias e ao 
grupo controle (Figura 11D). 
 
Figura 11. Citocinas musculares após LIEF. Concentração muscular de IL-4 e IL-13, expressa em 
pg/ml. ($) diferente em relação a todos os grupos analisados. CTRL, n=5; D1, n=5; D2, n=5 e D3, n=4. 
ANOVA uma via seguida pelo post-hoc de Games Howell, P < 0,05. 
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Padrão similar foi encontrado para IL-1β, INF- e IL-6 que forma maiores no 
terceiro dia em relação aos outros momentos e o grupo controle (p < 0,05) (Figuras 
12E, 12F e 12G. 
 
Figura 12. Citocinas musculares após LIEF. Concentração muscular de IL-1β (Figura 12E), IFN-ᵧ 
(Figura 12F)e IL-6 (Figura 12G) expressa em pg/ml. ($) diferente em relação a todos os grupos 
analisados. CTRL, n=5; D1, n=5; D2, n=5 e D3, n=4. ANOVA uma via seguida pelo post-hoc de Games 
Howell, P < 0,05. 
 
Não obstante, por meio de western blot, nós também realizamos análises para 
determinar a expressão de proteínas envolvidas com os processos analisados. Na 
figura 13 estão demonstradas as expressões relativas de AMPK-1α (Figura 13A) e 
pP65 (Figura 13B), na quais não observamos diferença estatística entre o D3 e o 
controle.  
 
 
30 
 
 
Figura 13. Western do músculo TB após LIEF. Expressão de AMPK-α (Figura 13A)e pP65 (Figura 
13B). Resultados expressos em quantidades relativas de GAPDH. CTRL, n=4 a 6 e D3 n=3 a 5. Teste 
T não pareado de duas saídas foi utilizado, P < 0,05. 
 
A expressão de P65 total e GR estão demonstradas nas figuras 14A e 14B 
respectivamente e não houve diferença entre elas no terceiro dia comparado ao seu 
respectivo grupo controle. Contudo, em relação a P65 total, nós observamos uma 
tendência de diminuição no terceiro dia com forte tamanho de efeito (p = 0,07, F = 
1,36). 
 
 
Figura 14. Western do músculo TB após LIEF. Expressão de P65 total (Figura 14A) e GR (figura 
14B). Resultados expressos em quantidades relativas de GAPDH. CTRL, n=4 a 6 e D3 n=3 a 5. Teste 
T não pareado de duas saídas foi utilizado, P < 0,05. 
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Ainda, apesar de não apresentarem diferença significativa em comparação ao 
seu respectivo grupo controle, a expressão de GR apresentou correlação positiva com 
a AMPK-1α (figura 15 F) (C.C= 0,82 e p < 0,05). Com relação à expressão de ACHRα7 
não houve diferença entre o D3 e o controle (Figura 15E). 
 
 
Figura 15. Western do músculo TB após LIEF. ACHRα7 (Figura 15E) e a matriz de correlação 
entre GR e AMPK-α (Figura 15F). Resultados expressos em quantidades relativas de GAPDH. CTRL, 
n=4 a 6 e D3 n=3 a 5. Teste T não pareado de duas saídas foi utilizado, p < 0,05. 
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CAPITULO V 
5.0-DISCUSSÃO E CONCLUSÃO: 
 
5.1- DISCUSSÃO 
 
Diversas estratégias têm sido propostas para auxiliar nos processos de 
regeneração muscular e reversão dos processos inflamatórios decorrente das lesões 
musculares. Nas LIEFs, as estratégias mais comuns são as intervenções criogênicas 
(Singh et al., 2017) e o uso de alguns fármacos anti-inflamatórios (Lapointe et al., 
2002), que tem como principal foco a redução de sintomas associados a inflamação e 
dores musculares tardias (Lewis et al., 2012). 
No entanto, o uso de fármacos anti-inflamatórios, para minimizar os sintomas 
secundários da inflamação muscular são limitados, pois poucas são as estratégias 
que conseguem agir efetivamente na diminuição destes processos sem que afete 
significativamente nos processos de regeneração muscular. Esta dificuldade se 
potencializa quando as lesões induzidas são realizadas de forma proposital, como no 
dano muscular por contração muscular excêntrica, que visa a estimulação dos 
processos de hipertrofia (Paulsen et al., 2010a; Paulsen et al., 2010b; Paulsen et al., 
2012).  
Na figura 16, demonstramos o efeito dos medicamentos anti-inflamatórios 
sobre os processos de lesão e regeneração muscular após as LIEFs, pontuando que, 
se por um lado os usos de drogas anti-inflamatórias aliviam os sintomas secundários 
como o processo de dor muscular tardia, por outro, pode comprometer 
significativamente as adaptações musculares induzidas pelo treinamento físico. 
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Figura 16. O efeito dos medicamentos anti-inflamatórios sobre os processos de regeneração 
muscular após as lesões musculares agudas e após as LIEFs. Após as LIEFs, os usos de fármacos 
anti-inflamatórios ocasionam a diminuição de sintomas secundários como as dores tardias. No entanto, 
a redução dos processos inflamatórias também podem inibir parcialmente os processos de adaptação 
muscular induzida pelo treinamento físico. 
 
Entretanto, a necessidade de compreensão dos mecanismos celulares que 
controlam o processo de lesão e regeneração após as LIEFs são necessárias para a 
criação de estratégias de recuperação muscular e as possíveis adaptações 
musculares oriundas advindas do treinamento físico. Neste sentido, o nosso estudo 
teve como objetivo quantificar diferentes populações Mϕs Ly6C+ e Ly6C- após 
protocolo de LIEF downhill. Ainda, quantificar o papel de algumas citocinas e fatores 
de transcrição envolvidos nos processos de regeneração muscular após LIEF. 
Deste modo, um resumo teórico dos nossos achados pode ser interpretado na 
figura 17, onde propomos a seguinte sequência de eventos: 
Primeiro, o protocolo downhill foi responsável por induzir alterações no músculo 
tríceps que desencadearam todas as respostas evidenciadas no dia três. Deste modo, 
nós creditamos que estas mudanças decorreram devido a micro lesões induzidas pelo 
exercício físico já evidenciada em diversos estudos anteriores (Armstrong et al., 1983a; 
Armstrong et al., 1983c; Chen et al., 2007b; Delp et al., 1999; Hamann et al., 2012; 
Tsivitse et al., 2003). Entre o segundo e o terceiro dia, foi observado um aumento na 
secreção de MCP-1, responsável pelo recrutamento de monócitos da corrente 
sanguínea facilitando a sua diferenciação em Mϕs no músculo esquelético. Em 
camundongos, um dos principais marcadores dos Mϕs oriundos dos monócitos é a 
expressão de Ly6C+. Ou seja, nós acreditamos que os Mϕs Ly6C+ são em sua maioria 
recrutados dos monócitos, também positivos para Ly6C (Arnold et al., 2007; Mounier 
et al., 2013). 
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Concomitantemente ao recrutamento de monócitos e Mϕs no terceiro dia, nós 
também observamos uma correlação negativa entre os subtipos de Mϕs e um 
aumento significativo de várias citocinas com efeitos pró-inflamatórias, como TNF-α, 
IL-6, IFN-ᵧ, e IL-1β. Neste sentido, nós hipotetizamos que a secreção de MCP-1, junto 
com a secreção das citocinas pró-inflamatórias pode estar associada com a 
diferenciação de Mϕs residenciais Ly6C- em favor do fenótipo Ly6C+. No entanto, esta 
hipótese ainda deve ser confirmada neste modelo. 
Apesar de todas as citocinas analisadas serem secretadas por diversos tipos 
celulares e também serem motivadas pela realização do exercício físico agudo, o fato 
de elas se elevarem somente no terceiro dia, nos leva a sugerir que a secreção destas 
moléculas foi motivada pelas inflamações locais decorrentes da realização do 
exercício e não pelas alterações resultantes do metabolismo energético da atividade 
aguda. Ainda, outro importante indicativo sobre a origem destas citocinas é a sua 
elevação simultânea ao aumento de Mϕs do tipo Ly6C+ 3 dias após a realização do 
protocolo de exercício físico downhill. 
Por fim, nós também sugerimos que a presença destas citocinas são 
responsáveis por modular o comportamento das células satélites como já 
demonstrado em estudos anteriores, que analisaram os efeitos da IL-6 (Serrano et al., 
2008), TNF-α(Chen et al., 2007a) e IL-13 (Jacquemin et al., 2007) nos processos de 
miogênese. 
 
 
 
35 
 
 
Figura 17. Hipótese dos eventos observados. Sequência de eventos após o protocolo downhill 
de exercício físico no músculo tríceps braquial de camundongos. 
 
 
O Protocolo de exercício físico em downhill foi desenhado por Armstrong e cols. 
no ano de 1983. Este estudo, foi um dos primeiros a observar que a inclinação da 
esteira se correlacionava diretamente com as alterações estruturais nas fibras do 
músculo esquelético. Também foi observado que dependendo da inclinação, positiva 
ou negativa, o exercício ativa vias metabólicas distintas, sendo a predominância 
glicolítica na subida e oxidativa na descida. Fundamentalmente, notou-se que os 
exercícios físicos em subida, demandavam maior esforço consequentemente 
ocasionando um maior estresse metabólico nas fibras musculares comparado ao 
exercício físico em declive. Em contrapartida, apesar da demanda metabólica ser 
diferente comparada a subida, o exercício físico em descida promovia maior 
desestabilização estrutural nas fibras musculares devido ao componente excêntrico 
(contra gravidade) sobrecarregando sobremaneira a estrutura dos sarcômeros 
durante a atividade.  
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Dentre as peculiaridades descritas por Armstrong, destacamos que na descida, 
ocorriam as maiores alterações na musculatura esquelética comparadas as corridas 
em subida (Armstrong et al., 1983a; Armstrong et al., 1983c). Este protocolo também 
demonstrou que a velocidade e a inclinação fazem com que a intensidade do exercício 
seja equivalente ao limiar anaeróbio dos animais e que a inclinação utilizada (-16º) é 
a máxima inclinação sem que os animais comece a deslizar (Armstrong et al., 1983c). 
Originalmente, oprotocolo downhill foi desenvolvido para ratos, no entanto, 
alguns motivos nos levaram a utilizá-lo em camundongos, dentre eles, a 
disponibilidade de anticorpos para a determinação dos subtipos de Mϕs em 
camundongos que ainda é consideravelmente maior comparado aos modelos que 
utilizam ratos. Ademais, a utilização de camundongos nesse momento nos permitirá 
comparar nossos resultados com experimentos futuros utilizando modelos de 
camundongos geneticamente modificados para a análise do envolvimento de 
possíveis proteínas chaves que possam controlar os processos analisados (Minari et 
al., 2015; Minari et al., 2017). 
Em humanos, alguns estudos se dedicaram a analisar qual seria a etiologia das 
LIEFs. Assim, foi postulado que as alterações decorrentes da contração muscular 
excêntrica se devem à desestruturação dos sarcômeros, unidade funcional 
responsável pela contração muscular. 
Após a contração muscular excêntrica os sarcômeros sofrem estiramento que 
levam a duas principais consequências, diminuição da capacidade de geração de 
força ou em situações mais intensas o rompimento de sua membrana. 
Indubitavelmente, ambas as alterações explicam o porquê após exercícios físicos 
excêntricos ocorre a diminuição da capacidade de geração de força e 
consequentemente o desequilíbrio intra-plasmástico de íons Ca++ responsáveis por 
induzir a inflamação e as lesões tardias (Proske and Allen, 2005; Proske and Morgan, 
2001). 
Contudo, uma vez estabelecida a ruptura das membranas dos sarcômeros, e 
aumento no influxo de Ca++, consequentemente ocorre o a ativação de algumas vias 
proteolíticas, o que facilita o aparecimento das necroses e e o recrutamento de células 
inflamatórias (Butterfield et al., 2006; Proske and Allen, 2005; Proske and Morgan, 
2001).Deste modo, alguns estudos já demonstraram que após a realização de alguns 
exercícios físicos excêntricos, o acúmulo de células inflamatórias pode persistir de 3 
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a 7 dias dependendo da intensidade de lesão gerada (Minari et al., 2015; Minari et al., 
2017; Smith, 1991). 
Inicialmente, para determinarmos a presença dos Mϕs totais nos músculos 
após LIEF, nós avaliamos a quantidade total de células positivas para F4/80.  Contudo, 
apesar de ter observado variabilidade nos grupos musculares analisados, nossos 
resultados indicam que o exercício foi responsável por promover um recrutamento 
homogêneo de Mϕs nos músculos analisados. Todavia, comparando os grupos 
musculares isoladamente, observamos elevações de células positivas no TA no 
segundo e terceiro dia e no QUAD no segundo dia comparado ao seu respectivo CTRL, 
o que sugere que estes músculos sofreram maior recrutamento de Mϕs após o 
exercício em downhill. 
No entanto, apesar de não observarmos aumento significativo de F4/80 no 
músculo TB, nós optamos pela sua utilização devido alguns motivos:  
O primeiro deles, foi pela pequena quantidade de Mϕs nos outros grupos 
musculares analisados, que na melhor das hipóteses resultaram em um ligeiro 
aumento no GAST no D1 comparado ao seu grupo CTRL. Outro motivo, foi que para 
as análises subsequentes, por meio de citometria de fluxo, a quantidade de células 
positivas para CD45+ eram maiores no TB comparado aos outros grupos musculares. 
Neste sentido, para uma boa marcação e dispersão nos plots da citometria de 
fluxo, nós decidimos extrair as células vasculares de pools compostos pelos TBs das 
duas patas dianteiras ao invés de realizar um pool celular de vários animais. Por fim, 
nós também optamos pela utilização do TB, devido aos estudos prévios do nosso 
grupo e de outros demonstrando que este músculo é potencialmente um dos mais 
afetados durante o protocolo downhill (Armstrong et al., 1983a; Minari et al., 
2015).Também é importante salientar que apesar do F4/80 ser um dos marcadores 
mais utilizados para a determinação de Mϕs totais, sua utilização singular não é capaz 
de distinguir os diferentes subtipos de Mϕs, o que também nos motivou a procurar 
técnicas mais eficazes para as análises subsequentes (Austyn and Gordon, 1981; 
Brigitte et al., 2010; Varga et al., 2016b). 
Desde 1983 quando o protocolo downhill foi desenvolvido, diversos estudos 
tem demonstrado que este tipo de protocolo é capaz de induzir importantes alterações 
no músculo esquelético como as demonstradas na tabela 2, porém de forma fisiológica 
com menor grau de magnitude comparado aos protocolos de lesão de maior 
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magnitude, tais como o de estiramento (Lapointe et al., 2002), o de imobilização (Deng 
et al., 2012) e o de injeções por notexina (Arnold et al., 2007) e cardiotoxina (Mounier 
et al., 2013). Por outro lado, este protocolo é um dos poucos capazes de induzir um 
processo inflamatório resultante do esforço físico oriundo dos processos de contração 
muscular (Minari et al., 2015; Tsivitse et al., 2003). 
Diferente do protocolo de LIEF, em lesão severa também é possível observar 
mais claramente as fases que compõe os processos de lesão e regeneração muscular, 
com etapas mais precisas e melhor caracterizadas (Brigitte et al., 2010; Hardy et al., 
2016). Nas LIEFs a quantificação e determinação das lesões celulares são 
notavelmente modestas comparada as severas, uma vez que a localização dos pontos 
de necrose, ocorre de forma dispersa. Além do mais, as lesões podem variar de 
acordo com o tipo de fibra e recrutamento muscular durante a atividade mecânica (da 
Rocha et al., 2016; Minari et al., 2015; Tsivitse et al., 2003).  
Assim, nós sugerimos que por apresentar um menor calibre, o músculo TA 
apresentou uma menor variabilidade na quantificação de Mϕs totais comparado aos 
outros músculos de maior espessura, uma vez que a obtenção de dez fotos aleatórias 
no TA é responsável por ocupar maiores áreas da secção transversa comparado aos 
outros músculos analisados.  
Em estudos prévios, foi observado um aumento significativo de células CD68+ 
um dia após o protocolo downhill, seguido pela sua redução no segundo e terceiro dia. 
Simultaneamente a diminuição de CD68 no segundo dia, nós também observamos 
elevação de CD163. No entanto, apesar ter sido evidenciado anteriormente por outros 
grupos após LIEF no mesmo momento (Lapointe et al., 2002; Minari et al., 2017; 
Tsivitse et al., 2003), nós não encontramos na literatura estudos  que aprofundassem 
a análise deste receptor que nos garantissem que sua expressão é exclusiva dos Mϕs. 
Deste modo, nossos resultados demonstram que a elevação de Mϕs Ly6C+ 
somente ocorreu de forma significativa no TB no terceiro dia após o exercício em 
downhill. Tal achado contraria estudos anteriores, nos quais encontramos aumento 
preventivo de Mϕs inflamatórios. A razão para que esta inconsistência possa ter 
ocorrido pode ser creditada ao fato de que nos estudos anteriores terem utilizado 
somente a expressão de CD68, molécula que também já foi relacionada com células 
endoteliais e neutrófilos, ambas presentes no processo analisado (Gottfried et al., 
2008; Matsumoto et al., 2007). 
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Entretanto, apesar dos nosso resultados indicarem que o recrutamento de Mϕs 
inflamatórios apenas ocorreu de forma significativa três dias após LIEF, não podemos 
ignorar que a elevação de CD68 desempenha importante papel após as LIEFs, pois 
seu aumento foi evidenciado em diversos outros estudos com a mesma temática 
(Lapointe et al., 2002; Minari et al., 2015; Minari et al., 2017; Tsivitse et al., 2003; Yu 
et al., 2014), inclusive apresentando correlação inversa com a expressão de CD163, 
outro importante marcador da atividade de Mϕs do tipo anti-inflamatórios (Minari et al., 
2015; Minari et al., 2017). 
Assim, para explicar estes resultados, nós especulamos que a população de 
células que expressaram CD68 nas primeiras 24 horas pertença predominantemente 
a populações de neutrófilos (Tsivitse et al., 2003). Esta hipótese se reforça devido a 
elevação da expressão MCP-1 três dias após a LIEF encontrada em nosso estudo. 
A secreção de fatores quimioatrativos como MCP-1 é dos principais indicativos 
de que monócitos e Mϕs estão sendo recrutados para o músculo esquelético após 
diversos tipos de lesão muscular. Isto se confirma, com os estudos que utilizaram 
animais KO para MCP-1 ou mesmo de seu receptor CCR2 (receptor de MCP-1) onde 
suas respectivas deleções, dentre outros efeitos foram responsáveis pela inibição do 
recrutamento de monócitos e consequentemente de Mϕs para o músculo esquelético 
(Contreras-Shannon et al., 2007; Martinez et al., 2010; Shireman et al., 2007). 
Ainda, a ausência desta molécula ou do seu receptor também são responsáveis 
por regular os processos inflamatórios de maneira adequada no músculo após lesão, 
uma vez que a ausência de monócitos e Mϕs faz com que os neutrófilos aumentem a 
sua capacidade se secretar mieloperoxidase, prolongando os efeitos degenerativos 
das lesões secundarias induzidas no músculo. Adicionalmente, além de promover um 
desequilíbrio inflamatório, em ambos os modelos todos os estudos citados 
demonstraram que sem a presença ou ação de MCP-1, era observado um atraso 
significativo dos processos de regeneração muscular. 
Todavia, além dos trabalhos demonstrarem a importância do MCP-1 para os 
processos de regeneração muscular, também foi demonstrado algumas 
peculiaridades, como a substituição do tecido muscular pelo consequente acúmulo de 
tecido adiposo. Ainda, também foi testada a hipótese de que MCP-1 também poderia 
promover aumento na proliferação de células miogênicas, que foi descartada após a 
incubação de MCP-1 com linhagem mioblásticas de células C2C12(Contreras-
Shannon et al., 2007; Martinez et al., 2010; Shireman et al., 2007). 
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Entretanto, alguns modelos também utilizaram outros tipos de estratégias 
similares para identificar a participação de monócitos e Mϕs após as lesões 
musculares induzidas, como a utilização clodronato liposomal responsável ela inibição 
do recrutamento de monócitos. Neste sentido, além de observar o respectivo atraso 
nos processos de regeneração muscular, também  foi observada que a ausência de 
Mϕs foi responsável pela inibição da secreção de fatores de crescimento (Brigitte et 
al., 2010; Lu et al., 2011a; Lu et al., 2011b; Tonkin et al., 2015). 
O IGF-1, é um dos principais fatores de crescimento secretado por Mϕs no 
ambiente de regeneração muscular. A sua ação é indispensável para que ocorra os 
processos regenerativos. In vitro, a presença de IGF-1 é responsável por controlar as 
manifestações de mioblastos como no aumento da sua proliferação e diferenciação. 
In vivo, além de exibir as mesmas funções observadas in vitro, funções o IGF-1 
também é responsável pelo aumento da síntese proteica, e mecanismos associados 
com a manutenção da massa muscular e hipertrofia (Tonkin et al., 2015). 
Contudo, tanto em trabalhos em humanos e animais foi identificado aumento 
de MCP-1 no músculo, juntamente com o aumento de Mϕs (Deyhle et al., 2015; 
Kawanishi et al., 2016). Em outro estudo após o protocolo de exercício físico resistido 
aumento reciproco de MCP-1 juntamente com aumento de Mϕs dois dias após 
protocolo de exercício físico. Em animais, foram identificadas associação entre MCP-
1 e F4/80 tanto no músculo após a realização do protocolo downhill de exercício 
quanto no tecido adiposo de camundongos obesos (Kawanishi et al., 2016; Kawanishi 
et al., 2012; Kawanishi et al., 2010). 
Assim, nossas análises indicam que o aumento de Mϕs Ly6C+ é devido ao 
recrutamento de monócitos oriundos da corrente sanguínea e recrutados por MCP-1 
no terceiro dia após o exercício em downhill (Geissmann et al., 2003). Neste sentido, 
até onde observamos o aumento do número de Mϕs neste momento ocorreu em 
concomitância com o decréscimo da frequência de Mϕs LyC6-, subtipo celular 
relacionado a população de Mϕs residentes. Ainda, nossas correlações indicam que 
estes Mϕs Ly6C- podem potencialmente estar se convertendo em Ly6C+, via aumento 
de IL-6, IL-1β e IFN-ᵧ, moléculas com potente efeito pró-inflamatório (Chazaud et al., 
2009; Tidball and Villalta, 2010). 
Em cultura celular, de maneira isolada, é bem descrito na literatura que a 
secreção de IL-6, IL-1β e IFN-ᵧ não só induzem, mas são capazes de perpetuar as 
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respostas inflamatórias frente a diversos desafios fisiológicos, inclusive em processos 
de inflamações crônicas (Cheng et al., 2008; Croker et al., 2003; De Rossi et al., 2000; 
Farmawati et al., 2013). 
Contudo, apesar da concentração dessas moléculas terem aumentado de 
forma conjunta, alguns estudos identificaram as suas funções isoladas nos processos 
relacionados a regeneração muscular (Arnold et al., 2007; Cheng et al., 2008; Tidball, 
1995; Tidball and Villalta, 2010). A presença de IFN-ᵧ foi identificada nos processos 
homeostáticos de reparo do músculo esquelético, onde a sua administração externa 
mostrou haver capacidade estimuladora nos processos de regeneração muscular 
inibindo a formação de tecido fibrótico. Em cultura de células musculares foi 
demonstrado que a sua administração aumenta a expressão do complexo maior de 
histocompatibilidade (MHC), aumento na expressão de moléculas de adesão como a 
ICAM-1 e fundamentalmente responsável pelo aumento da secreção de MCP-1 
(Llovera et al., 1998; Mantegazza et al., 1991; Reyes-Reyna and Krolick, 2000). 
No estudo de Ming et al., 2008 foi demonstrado que IFN-ᵧ é uma das principais 
moléculas inflamatórias envolvidas com os processos proliferação e fusão de 
mioblastos. Assim, além de associar a secreção de IFN-ᵧ com o acúmulo de leucócitos 
no músculo, o estudo de Ming também demonstrou que a expressão de receptores de 
IFN-ᵧ estavam expressos em diversos tipos celulares, inclusive nos mioblastos em 
fase de proliferação muscular (Cheng et al., 2008). 
Além disso, neste mesmo estudo foi demonstrado que a administração de 
anticorpos bloqueadores de receptor de IFN-ᵧ inibiu a sua ativação diminuindo a 
proliferação de células miogênicas, culminando também no aumento de tecido 
fibrótico e extensão no tempo de regeneração muscular. Ainda neste mesmo estudo, 
a influência do IFN-ᵧ nestes processos foi confirmada utilizando camundongos KO 
para IFN-ᵧ. Adicionalmente também foi realizado experimentos in vitro confirmando a 
capacidade do IFN-ᵧ de estimular a proliferação de mioblastos (Cheng et al., 2008). 
Contudo, é importante salientar que as nossas análises foram realizadas 
durante três dias após a LIEF, e que as elevações dos parâmetros avaliados podem 
perdurar por mais tempo, ainda influenciando os processos de miogênese após a 
realização do exercício físico. Todavia, em recente estudo, utilizando o mesmo 
desenho experimental, porém em ratos, foi demonstrado que os Mϕs inflamatórios 
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apresentavam redução significativa no sétimo dia após o protocolo de exercício físico 
agudo downhill (Zuo et al., 2018). 
Em relação a IL-6 e exercício físico, alguns ponderamentos devem ser descritos. 
O primeiro deles é que a IL-6, é uma proteína com funções pleiotrópicas que pode agir 
e exibir funções em diferentes órgãos e tecidos dependendo do desafio fisiológico a 
que é submetida. Durante a realização do exercício físico, as contrações musculares, 
juntamente com as mudanças metabólicas locais, fazem com que o músculo secrete 
esta miocina, conferindo função no metabolismo energético, como aumento da 
glicogenólise no fígado, lipólise no tecido adiposo e aumento da captação de glicose 
pelo músculo (Pedersen et al., 2007; Pedersen et al., 2003; Pedersen et al., 2004; 
Petersen and Pedersen, 2006). 
No entanto, o objetivo de termos analisado as concentrações de IL-6 no nosso 
modelo experimental, não foi para identificar seu papel sobre o metabolismo 
energético após o exercício físico, e sim observar seu potencial mecanismo associado 
aos processos regeneração muscular e hipertrofia. Em relação aos processos 
regenerativos, em animais KO para IL-6, foi demonstrado que essa citocina também 
é fundamental para os processos adequados de reestabelecimento do músculo 
esquelético (Washington et al., 2011). 
Após atrofia induzida por desuso em modelo de animais KO para IL-6, foi 
demonstrado que os animais selvagens aumentaram a expressão de IL-6, IGF-1, 
MyoD e Myogenina, 1 dia após o período de recuperação muscular, o que não foi 
observado nos animais geneticamente modificados. Neste sentido este estudo sugere 
que a IL-6 está intimamente envolvida com os processos de regeneração muscular, 
principalmente nos períodos iniciais motivando os processos de proliferação celular 
(Washington et al., 2011). 
Contudo, alguns estudos também demonstraram que a IL-6 pode estar 
associada com os processos de hipertrofia muscular após a realização de protocolos 
de exercício físico excêntrico (Begue et al., 2013). Após treinamento físico e realização 
de protocolo resistido agudo em ratos, foi demonstrado que a expressão de IL-6 e a 
ativação da via da stat-3 estão associados com o aumento da área de sessão 
transversa do músculo flexor digital profundo 2, 6 e 72 horas após a última sessão de 
exercício físico. Ainda, também foi demonstrado que este mecanismo de hipertrofia 
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foi mediado pela estimulação de fatores associados com a ativação de células 
satélites (Begue et al., 2013). 
Contudo, em nosso presente estudo acreditamos que a IL-6 pode ter 
desempenhado o mesmo processo de proliferação das células satélites, suportando 
os mecanismos que podem estar potencialmente envolvidos com os processos de 
hipertrofia muscular. 
Neste sentido, apesar de termos avaliado somente até o terceiro dia, nós 
observamos que a expressão de algumas proteínas que podem estar envolvidas com 
o desfecho dos processos inflamatórios, podem estar envolvidas com a regeneração 
e/ou hipertrofia muscular, como é o caso dos receptores de acetilcolina, 
glicocorticoides e as proteínas associadas com a via do NFK-B. 
Em relação aos receptores de acetilcolina, especificamente sobre os nicotínicos 
AChR-7α, alguns estudos demonstraram que a sua ativação é um importante 
regulador inflamatório das células do sistema imunológico, inclusive regulando a 
produção de diversas citocinas pelos Mϕs. Ainda, estes resultados também foram 
confirmados in vitro após estimulação por lipopolissacarídeo em Mϕs humanos.  
(Alsharari et al., 2013; Bernik et al., 2002; Borovikova et al., 2000). 
Além destes estudos, os potenciais envolvimentos dos receptores nicotínicos 
de acetilcolina no controle inflamatório já foram testados em outros modelos, como no 
de sepses (Borovikova et al., 2000); danos na estrutura tegumentar por meio de raios 
ultravioleta (Osborne-Hereford et al., 2008); e doenças crônicas, como a artrite 
reumatoide (van Maanen et al., 2009) e dores neuropáticas(Alsharari et al., 2013; 
Parada et al., 2013). 
No músculo esquelético, poucos foram os estudos mostrando o efeito dos 
receptores nicotínicos sobre o controle dos processos inflamatórios. Em modelo de 
distrofia muscular, foi verificado a influência endógena de acetilcolina sobre os 
receptores nAChRα7.Para isso, foram utilizados camundongos selvagens e KO para 
nAChRα7. Após realizar lesão muscular induzida por bupivacaina, foi demonstrado 
que os animais selvagens apresentavam menor inflamação e melhores parâmetros 
regenerativos comparados aos animais KO para nAChRα7, inclusive com menor 
quantidade de tecido fibrótico. Deste modo, este estudo sugeriu que a ativação deste 
receptor pode ser utilizado como uma potencial estratégia para o desenvolvimento de 
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fármacos que ajudam no processo de regulação inflamatória associado aos  
processos de regeneração muscular (Leite et al., 2010). 
A expressão de nAChRα7 também  foram associadas com a inibição da via do 
NFK-B no músculo esquelético (Leite et al., 2010). A família do NFK-B consiste em 
cinco subunidades p65 (RelA), c-Rel, RelB, p50 e p52 e quando sua via é ativada, o 
resultado mais comum é a translocação do complexo heterodimero p50–p65 presente 
no citoplasma, se translocando para o núcleo, resultando na síntese de sua proteica 
especifica (Verma et al., 1995). Não obstante, diversos são os estímulos que podem 
levar a ativação deste complexo, dentre eles os estímulos pró inflamatórios, proteínas 
bacterianas, partículas virais, fatores de crescimento e produção de espécie reativas 
de oxigênio (Chen et al., 2007a; Taggart et al., 2005; Yasukawa et al., 2003). 
A desregulação da atividade desta via pode resultar em ativações crônicas de 
IKK ou do complexo p50-p65, alterações características de diversas fisiopatologias, 
como nos processos de desenvolvimento tumoral, artrite reumatoide, sepses, 
cardiopatias, diabetes e distrofias musculares (Hayden and Ghosh, 2004; Karin et al., 
2002).  
Alguns estudos com animais KO para p65, demonstraram que a sua ativação 
promove um aumento na expressão de MyoD em fibroblastos embriogênicos (Bakkar 
et al., 2008). Em animais MDX, modelo experimental que simula a distrofia muscular 
de Duchene, demonstrou que a depleção de p65 reduziu a inflamação exacerbada 
aprimorando os parâmetros regenerativos do músculo esquelético (Acharyya et al., 
2007). 
Outro estudo, também utilizando animais KO para p65, especificamente nas 
KO de p65 nas células tronco do músculo foi observado aumento proliferação e 
diferenciação de células miogênicas. Ainda, estes resultados sobre a proliferação de 
células miogênicas foram confirmados por meio da inibição farmacológica do 
complexo NFK-B (Lu et al., 2012). 
Entretanto, quando o meio de cultura é composto por diferentes moléculas, com 
ações fisiológicas distintas o desfecho celular nem sempre é o mesmo, um bom 
exemplo deste fenômeno é quando a ativação da via do NFK-B ocorre por meio da 
ativação de IL-6 juntamente com a ativação do TNF-α, que  é capaz de aumentar a 
incorporação de p65 para o núcleo celular via ativação dos receptores GP130 e TLR-
4 (Lang et al., 2003).Em contrapartida, em um ambiente cujas concentrações de IL-
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10 encontram-se aumentadas, a ativação da SOCS (Supressor of Cytokine Signaling) 
promove a inibição do receptor GP130, inibindo os processos inflamatórios e alterando 
significativamente o desfecho da resposta celular (Croker et al., 2003; Lang et al., 
2003; Yasukawa et al., 2003). 
In vivo e in vitro, as ações de IL-10 demonstraram importante função nos 
processos de regeneração muscular, modulando tanto os subtipos de Mϕs como 
também a diferenciação e fusão de mioblastos (Tidball, 2017). Neste sentido, após 
incubar linhagens de Mϕs com IL-10, foi observado um aumento na expressão de 
marcadores anti-inflamatório, como aumento na expressão de CD163 e arginase-1 
(Sulahian et al., 2000).  
Ainda, além de controlar as características inflamatórias, também foi 
demonstrado que a estimulação de IL-10, é uma das principais reguladoras da 
atividade fagocítica dos Mϕs, etapa fundamental que regula a transição de Mϕs nos 
processos de regeneração muscular (Arnold et al., 2007; Villalta et al., 2009) . 
No estudo de Deng et al., 2011 foram examinadas as funções de IL-10 sobre 
os processos de regeneração, visando compreender também a participação de IL-10 
sobre os processos de mudança fenotípica de Mϕs após lesão muscular induzida no 
tibial anterior de camundongos. Neste estudo, foi demonstrado que nos primeiros dias 
ocorreu aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias, que foram substituídas 
ao final do processo por elevações de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10. 
Assim, comparado aos camundongos KO para IL-10, duas foram as principais 
observações deste estudo; a primeira delas é que não houve prejuízo nos processos 
de regeneração muscular. O segundo, foi que a ausência de IL-10 nos animais KO, 
foi responsável por promover um aumento nas concentrações de   IL-6, sugerindo que 
essa citocina foi responsável por assumir um mecanismo de controle compensatório. 
Por fim, a principal observação deste estudo foi demonstrar que nos animais KO para 
IL-10, não apresentou aumento na expressão de marcadores associados a mudança 
fenotípica de Mϕs (Deng et al., 2012). 
Outro exemplo de molécula, capaz de controlar a inflamação é a secreção de 
SLPI (Secretory Leucoproteinases Inhibitor Factor) mediada por populações 
leucocitárias.  O SLPI é composto por 107 aminoácidos com peso molecular de (11.7 
kDa). Como molécula, sua estrutura é composta por dois diferentes compostos 
proteicos que apresentam atividade anti-protease, servindo como bloqueadora de 
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diversos compostos secretado por diversos tipos celulares e patógenos que podem 
promover e amplificar os efeitos proteolíticos também associado a injurias musculares 
(Taggart et al., 2005; Taggart et al., 2002). 
A sua secreção pode ser mediada por diversos estímulos, um deles é a 
secreção de citocinas pró-inflamatórias associadas aos mecanismos de apoptose e 
final da atividade fagocítica de Mϕs no músculo esquelético (Arnold et al., 2007; Odaka 
et al., 2003). Dentre outras funções esta molécula também é responsável pela inibição 
da via do NFK-B, bloqueando a atividade proteolítica do sistema ubiquitina-
proteassoma no ambiente intracelular (Nathan, 2002; Taggart et al., 2005; Taggart et 
al., 2002; Urso et al., 2007). 
Em linhagens monocíticas os estudos de Taggart et al.,2002 e 2005, 
demonstraram que a SLPI é capaz de inibir a ativação da via NFK-B, ubiquitinando a 
proteína IκBα. Também foi demonstrado que a SLPI inibe a ação dos receptores de 
IL-1β, sugerindo que essa molécula possa agir regulando os efeitos pró inflamatórios 
independente do aumento da de citocinas no local (Taggart et al., 2002).  
Em 2005, o mesmo grupo demonstrou que a incubação de SLPI também com 
linhagem de células monocíticas afeta diretamente a ativação da via NFK-B, 
prevenindo a adesão de p65 com a sua respectiva região nuclear (Taggart et al., 
2005).No atual estudo nós não evidenciamos a participação de IL-10 nem de SLPI, 
pois ambas as moléculas foram evidenciadas em nossos estudos anteriores, cujo qual, 
observamos importante envolvimento no controle inflamatório dois dias após a 
realização do protocolo downhill (Minari et al., 2015; Minari et al., 2017). Na presente 
tese, optamos por evidenciar alguns outros fatores como o controle neuronal periférico 
da inflamação, analisando a expressão de dos nACHR-7α e a expressão dos GRs. 
Os GRs pertencem a superfamília dos receptores que sofrem ação nuclear, 
similar a ação dos receptores hormonais da tireoide, esteroidais e os retinóicos. Sua 
estrutura consiste na ligação de 777 aminoácidos com três domínios: o N-terminal, o 
DNA-ligante e o ligante C-terminal (Chrousos and Kino, 2005).Uma vez estimulado o 
complexo receptor hormônio dos glicocorticoideglicocorticoides se translocam do 
citoplasma até o núcleo, ligando se na região especifica de transcrição no DNA 
(Chrousos and Kino, 2005; Kino and Chrousos, 2004). O Ligante terminal “DNA-bound” 
regula a transcrição de diversas proteínas ocasionando as suas principais funções 
(Chrousos and Kino, 2005; Lonard et al., 2007). 
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No nosso estudo, os receptores de glicocorticoideglicocorticoides foram 
analisados por dois motivos, o primeiro deles é que alguns estudos demonstraram in 
vitro que a sua ativação é fundamental para que os Mϕs adquiram seu fenótipo anti-
inflamatório, aumentando a expressão de CD163 (Heideveld et al., 2018), o mesmo 
receptor de Mϕs elevado no segundo dia após a realização a realização de exercício 
físico downhill (Minari et al., 2015; Minari et al., 2017). Outro motivo é que alguns 
outros estudos também demonstram que o aumento da sua expressão está 
relacionado com estados de atrofia muscular inibindo importantes genes relacionados 
com os processos de atrofia e hipertrofia muscular como a FOXO, Atrogin-1 e MuRF-
1(Schakman et al., 2012; Schakman et al., 2013). 
Contudo, poucos estudos examinaram a função dos GRs nos processos de 
lesão e regeneração muscular in vivo, menos ainda foram os estudos que associaram 
a sua função no músculo ou nos Mϕs após as LIEFs. Após protocolo de lesão severa, 
foi evidenciado em células satélites e em FAPS (células progenitoras 
fibro/adipogênicas) o papel de sua estimulação in vitro, por meio de dexametasona, 
um dos principais ativadores de GR nas células analisadas. Os resultados 
encontrados demonstraram que a estimulação por este fármaco, não estimulou a 
diferenciação de células satélites, sendo a sua principal ação nas células na 
diferenciação de FAPS.  
No mesmo estudo, in vivo, foi realizado um transplante de células FAPS para o 
músculo dos camundongos selvagens em concomitância com a administração de 
dexametasona após lesão muscular induzida, e foi demonstrado que os animais que 
receberam a administração do fármaco, aumentaram a adipogênese no tecido 
muscular nos processos regenerativos comparado aos animais que não foram 
submetidos a utilização deste fármaco. Ainda, também foi observado que o aumento 
da adipogênese, foi mediada pela ação da IL-4, que diferente do grupo KO para esta 
citocina, não foram observados os mesmos resultados. Todavia, estes resultados 
foram confirmados em cultura de células FAPS na presença ou ausência de IL-4 
(Dong et al., 2014). 
Além de controlar os processos inflamatórios, a ação dos glicocorticoides por 
meio de seu receptor é capaz de regular o metabolismo energético, principalmente 
promovendo a regulação de algumas vias intracelulares como a do AMPK (AMP-
activated protein kinase) (Appuhamy et al., 2014). Dentre outras funções a AMPK é 
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uma proteína responsável por regular o metabolismo energético das células, 
aumentando a captação de nutrientes preservando a energia para os tecidos 
periféricos (Nader et al., 2010). 
Alguns estudos demonstraram que a ação da AMPK regula a ação dos 
receptores glicolíticos responsáveis por inibir o metabolismo de carboidratos. No 
fígado de ratos, a ativação de AMPK, foi capaz de reverter a esteatose hepática 
promovida pela a ativação dos receptores de glicocorticoideglicocorticoides 
estimulando o metabolismo de carboidratos. A maioria das ações entre AMPK e os 
GR parece se dar pela associação da fosforilação da serina 211 e consequente 
ativação proteína p38 MAPK (MAP KINASES) (Nader et al., 2010). 
Em monócitos, a expressão genica de   AMPK se correlaciona positivamente 
com a expressão da proteína zíper de leucina em resposta a ativação dos 
glicocorticoides. A mesma correlação é identificada perante o aumento do IMC (índice 
de massa corporal) dos participantes do estudo. Contudo, neste estudo 
especificamente, os resultados indicam que a ativação de AMPK pode regular o 
metabolismo energético por meio da ação dos glicocorticoides, principalmente por 
meio da ação dos GRs, que também já foi relacionada com o desenvolvimento de 
doenças metabólicas (Nader et al., 2010). 
Após lesões musculares induzidas por cardiotoxina, Mounier e cols. (2013) 
utilizando animais KO específico para AMPK-1α nos Mϕs, demonstraram que esta 
molécula é fundamental para que ocorra a mudança fenotípica de Mϕs em favor do 
subtipo Ly6C-, impactando profundamente os processos de regeneração muscular. No 
entanto, apesar de eles não terem evidenciado a expressão de GR, nós acreditamos 
que a ausência da AMPK-1α nestes Mϕs pode ter prejudicado as ações anti-
inflamatórias necessárias para a sua mudança fenotípica (Mounier et al., 2013).  
Contudo, esta sugestão não passa de apenas uma hipótese que deve ser melhor 
esclarecida. 
Para tentar evidenciar a participação destas moléculas após a realização do 
exercício físico agudo, nós analisamos também o envolvimento de moléculas ligadas 
a inibição ou ativação da via do NFK-B, como a expressão proteica de pP65, a P65. 
Neste sentido, escolhemos analisar a expressão destas proteínas no terceiro dia após 
o exercício em downhill, o único momento em que identificamos aumento significativo 
de Mϕs Ly6C+. Nossos resultados não foram capazes de evidenciar o envolvimento 
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destas moléculas de forma significativa, porém, identificamos importante tendência 
(com elevado poder de efeito) da diminuição de P65 total. 
Tal achado vão indiretamente de acordo com nossos resultados de estudos anteriores, 
quando sugerimos que o aumento de SLPI foram um dos possíveis responsáveis pela 
inibição da via do NFK-B 3 dias após a realização do protocolo downhill (Minari et al., 
2015; Minari et al., 2017). Na procura de outro fator envolvido com o aumento de Mϕs 
Ly6C+ e o controle inflamatório 3 dias após, nós também evidenciamos a participação 
da AMPK-1α três associado a expressão de GR.  
Assim, nós escolhemos analisar a expressão de AMPK-1α  por dois motivos 
principais, o primeiro é que em  estudos prévios foi demonstrado que a ausência desta 
molécula compromete significativamente o processo de regeneração muscular 
(Mounier et al., 2013). Um outro motivo, é que a expressão de GR, mediada pela 
atividade da AMPK, em estudos anteriores, foram possíveis candidatos a 
apresentarem controle inflamatório após a realização do exercício físico agudo, na 
qual, GR e AMPK-1α   foram associadas ao aumento na expressão de CD163 (Deng 
et al., 2012; Heideveld et al., 2018; Moestrup and Moller, 2004; Tidball and Villalta, 
2010). 
Contudo, não identificamos mudanças na expressão de GR e de AMPK-1α três 
dias após o protocolo downhill. No entanto, nós identificamos uma forte correlação 
positiva entre as duas proteínas, o que sugere que talvez este mecanismo explicitado 
nos parágrafos anteriores podem estar ocorrendo em nossas análises atuais, uma vez 
que a correlação positiva entre AMPK-1α e GR foi pontuada,  juntamente com o 
aumento do recrutamento de Mϕs e com a secreção de diversas citocinas pró 
inflamação neste momento. 
Todavia, após lesões musculares severas diversos estudos demonstraram que 
a secreção de TNF-α é fundamental para o controle da atividade de diversos tipos 
celulares, dentre eles células imunológicas, fibroblastos e células miogênicas (Collins 
and Grounds, 2001; Lemos et al., 2015; Li, 2003). Ainda, também foi demonstrado que 
quando o TNF-α é secretado no ambiente de lesão muscular, sua presença é 
responsável por controlar os processos de miogênese, inclusive modulando  o 
envolvimento das células FAPS (Lemos et al., 2015; Li, 2003). 
 No estudo de Lemos e cols. (2015), após lesão muscular induzida por notexina, 
foi demonstrado que a principal fonte de TNF-α no músculo esquelético são os Mϕs. 
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Ainda, também foi demonstrado que a sua secreção é fundamental para que os 
processos de regeneração muscular ocorram de maneira adequada, pois o seu 
bloqueio com anticorpo neutralizante ou com a utilização de animais KO demonstrou 
um atraso significativo nos processos regenerativos, com significativo aumento no 
acúmulo de fibroblastos mediado pela inibição da apoptose das células FAPS (Lemos 
et al., 2015).  
Outros estudos, também demonstraram que o TNF-α é uma das principais 
moléculas responsáveis pela regulação dos processos de miogênese, quando a via a 
ativação da p38 MAPK (mitogen-activated protein kinases) é ativada, desencadeando 
o aumento da expressão de MyoD.(Chen et al., 2007a; Puri et al., 2000). Em nossos 
estudos anteriores, nos também evidenciamos o aumento abrupto de TNF-α no 
segundo e terceiro dias após o exercício em downhill, e observamos que essa 
elevação se correlacionou positivamente com a expressão gênica de MyoD. Neste 
sentido, os nossos resultados nessa Tese sugere que esta molécula também tenha 
participado de forma significativa na ativação da miogênese três dias após o protocolo 
downhill (Minari et al., 2015). 
Além do envolvimento de moléculas pró-inflamatórias, nos parece claro que 
diferentes classes de citocinas também poderiam estar contribuindo para os 
processos analisados, tais como algumas citocinas do tipo TH-2 (Deng et al., 2012; 
Heredia et al., 2013). Por este motivo, nós também avaliamos o envolvimento de IL-4 
e IL-13 visando a sua participação nos períodos relacionados ao controle inflamatório 
após a realização da LIEF,  
Indubitavelmente, o efeito da IL-13 nos mais variados tipos celulares é muito 
semelhante aos efeitos desencadeados pela IL-4, principalmente porque ambas são 
responsáveis por estimular a subunidade IL-4Ralpha do receptor IL-4, a. Ainda, tanto 
a IL-4 como a IL-13, dependendo do ambiente envolvido, também podem exibir efeitos 
pleiotrópicos, associados anteriormente com os Mϕs do tipo anti-inflamatórios, 
inclusive em períodos tardios de regeneração muscular (Heredia et al., 2013; Van 
Dyken and Locksley, 2013; Wu et al., 2011). 
No estudo de Heredia e cols. (2013), foi demonstrado que camundongos KO 
para IL-4Ralpha, apresentaram um atraso significativo nos processos de regeneração 
muscular após lesão comparado com os animais selvagens. Neste mesmo estudo, 
procurando estabelecer quais foram os tipos celulares envolvidos com este atraso, foi 
 
 
51 
 
evidenciado que nos primeiros dois dias após lesão houve um massivo recrutamento 
de eosinófilos no local da lesão, e que, os mesmos eosinófilos foram os principais 
responsáveis pela secreção de IL-4, citocina relacionada aos processos de 
diferenciação dos mioblastos. 
Nós não avaliamos a presença de eosinófilos, no entanto, não podemos deixar 
de especular que esta população celular pode estar envolvida nos processos 
analisados, principalmente porque observamos uma tendência na diminuição de IL-4 
três dias após o protocolo downhill comparado ao segundo dia. O que sugere que 
essa citocina esteja sendo inibida por algum outro fator 3 dias após o protocolo de 
LIEF. 
Deste modo, nós também acreditamos que essa tendência de diminuição no 
terceiro dia pode ter sido em consequência de uma retroalimentação negativa 
ocasionada pelo aumento de diversas citocinas pró inflamatórias, destacadamente 
pela elevação significativa de  IL-1β, IL-6 e IFN-ᵧ (Kharraz et al., 2013; Nathan, 2002). 
Contudo, inicialmente nós escolhemos analisar IL-4 e IL-13 devido diversos 
estudos associarem as suas elevações com a mudança fenotípica de Mϕs, 
principalmente em períodos tardios de regeneração  muscular em favor do fenotípico 
anti-inflamatório (Gordon, 2003; Gordon and Martinez, 2010; Van Dyken and Locksley, 
2013). Porém, até onde analisamos, nossos resultados demonstraram que estas 
citocinas sofrem modificações opostas no terceiro dia após LIEF, sugerindo que 
diferente do que esperávamos, estas moléculas não parecem estar associadas ao 
controle inflamatório mediado por Mϕs, mas sim com um possível mecanismo 
associado com a ativação de células miogênicas. 
Ao nosso ver nossa hipótese se justifica devido as ações de IL-4 e IL-13 
apresentarem uma coordenada sequência de funções durante os processos de 
miogênese (Jacquemin et al., 2007).Todavia, estes processos de regulação da 
miogênese mediado por estas citocinas, parecem ser mais efetivos na presença de 
IL-4 (Horsley et al., 2003). Porém, nos passos finais da miogênese, nas etapas de 
diferenciação foi demonstrado que a presença de IL-13 exibe um papel fundamental 
no recrutamento das células reservas que ajudam nos processos relacionados com a 
hipertrofia muscular, mediando ações conjuntas com o IGF-1(Jacquemin et al., 2007). 
Contudo, até onde pesquisamos, o nosso estudo foi um dos poucos a analisar 
as concentrações de IL-4 e IL-13 no contexto de LIEF. Não obstante, como a IL-6, a 
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determinação de IL-4 e IL-13 sempre foram analisados em outros estudos envolvendo 
o exercício físico, porém suas análises foram realizadas em associação com as 
funções metabólicas no músculo esquelético, sendo poucos os estudos que 
determinaram o seu envolvimento com os subtipos Mϕs e os processos de  
regeneração e/ou hipertrofia muscular (Paulsen et al., 2010a; Pedersen et al., 2007; 
Prokopchuk et al., 2007; Rosa Neto et al., 2011). 
Especificamente sobre o envolvimento de IL-4 e IL-13 no processo de 
hipertrofia muscular, identificamos apenas um estudo realizado por Prokopchuk e 
cols.(2007), onde foram avaliadas as concentrações de IL-4, IL-13 e as respectivas 
expressões de seus receptores IL-4Ralpha e IL-13Ralpha-1 em biopsia do músculo 
TB de indivíduos saudáveis. Este estudo foi constituído por seis semanas de 
treinamento de força e apesar de não analisarem os mecanismos associados a ação 
destas moléculas, os pesquisadores demonstraram um aumento significativo na 
expressão de seus receptores, sugerindo uma possível associação entre estas 
moléculas e os processos que culminaram no aumento da área de secção transversa 
dos indivíduos (Prokopchuk et al., 2007). 
Após protocolo de exaustão também foram evidenciados a secreção de 
citocinas do tipo TH1 e TH2, representados respectivamente por IL-2 e IL-4 nos 
músculos sóleo e extensor digital longo de ratos Wistar. Os animais foram submetidos 
ao exercício físico agudo e eutanasiados imediatamente, duas e seis horas após a 
realização do exercício físico até a exaustão. Um importante resultado deste estudo 
foi a identificação do aumento de IL-4 seis horas após no músculo EDL, juntamente 
com o aumento da expressão de MyoD, sugerindo que esta citocina pode também 
estar associada com os processos de proliferação de células satélites (Rosa Neto et 
al., 2011). 
Todavia, nosso estudo é um dos primeiros a demonstrar que o protocolo de 
exercício em downhill está envolvido na modulação dos dois subtipos distintos de Mϕs 
nos músculos de camundongos. Também demonstramos que as participações destes 
subtipos se apresentaram de forma distinta comparado aos modelos de lesão severa, 
onde a elevação dos Mϕs LyC6+ normalmente se alterna com a elevação de Mϕs 
LyC6- no quarto dia após a lesão e se mantém elevado até o décimo dia após a lesão 
muscular induzida (Figura 19).  
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Figura 18. Diferença entre a ação dos subtipos de Mϕs após lesões severas e lesão induzida 
pelo protocolo downhill. 
 
5.2- CONCLUSÃO 
 
O exercício físico em downhill promoveu recrutamento de Mϕs LyC6+ no 
músculo TB junto com elevação de diversas citocinas IL-6, IL-1β, IFN-ᵧ e TNF-α, IL-
13 associadas com os mecanismos de miogênese três dias após o protocolo downhill. 
As análises dos receptores neuronais periféricos juntamente com a expressão 
proteica de P65 sugere que estes mecanismos inflamatórios ocorreram independente 
da do aumento de AMPK, GR e nACHR-7α e potencial envolvimento da inibição da 
via do NFK-B. 
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